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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "DNA, VETOR
DE EXPRESSAO COMPREENDENDO O MESMO, FATOR Vil MODIFICADO
DE PORCINO, SEU PROCESSO DE PRODUGAO E COMPOSICAO TERA-
PEUTICA COMPREENDENDO O MESMO".

Referéncia Cruzada a Pedidos de Patente Relacionados

Este pedido de patente reivindica a prioridade do Pedido de Pa-
tente U.S. N° 09 / 037.601 depositado em 10 de margo de 1998; que é uma
continuagao em parte do Pedido de Patente U.S. N° 08 / 670.707 depositado
em 26 de junho de 1996, que concedida em como Patente U.S. N° 5.859.204 e
do Pedido de Patente Internacional N® PCT / US 97 / 11155 depositado em
26 de junho de 1997.

Reconhecimento do Suporte Federal para Pesquisa

O governo tem direitos nesta invencdo provenientes de National
Institutes of Health Grant No. HL46215 que financiou parcialmente a pesqui-
sa que conduz a esta invengao.

Fundamentos da Invencgéo

A coagulacdo do sangue comega quando plaquetas aderem a
parede cortada de um vaso sangiineo danificado em um sitio de lesdo. Subse-
quentemente, em uma cascata de reacbes reguladas enzimaticamente, as
moléculas soliveis de fibrinogénio séo convertidas pela enzima trombina a
fios insoliveis de fibrina que mantém as plaquetas juntas em um trombo. Em
cada etapa na cascata, um precursor de proteina é convertido a uma protea-
se que cliva o proximo precursor de proteina na série. S0 necessarios co-
fatores na maior parte das etapas.

O Fator VIl circula como um precursor inativo no sangue, fortemente
ligado e ndo-covalentemente ao fator de von Willebrand. O Fator VIl é ativado
proteoliticamente por trombina ou por fator Xa, que dissocia 0 mesmo do fator de
von Willebrand e ativa a sua fungao pré-coagulante na cascata. Em sua forma ati-
va, o fator de proteina Villa é um co-fator que aumenta a eficiéncia catalitica do
fator IXa em diregéo a ativagao do fator X por diversas ordens de grandeza.

As pessoas com deficiéncias no fator VIl ou anticorpos contra o
fator VIIl que néo forem tratadas com fator VIil sofrem de hemorragia interna

descontrolada que pode causar uma série de sintomas graves, desde reacoes
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inflamatdrias nas juntas até morte precoce. Hemofilicos graves, que chegam
em torno de 10.000 nos Estados Unidos, podem ser tratados com infusédo de
fator VIl humano, que ira restaurar a capacidade normal de coagulagéo do
sangue se administrado com freqliéncia e concentragao suficientes. A defini-
¢ao classica de fator VIlI, de fato, é aquela substancia presente no plasma
normal do sangue que corrige o defeito da coagulagdo em plasma derivados
de individuos com hemofilia A.

O desenvolvimento de anticorpos ("inibidores" ou "anticorpos
inibidores") que inibem a atividade do fator VIII é uma séria complicagdo no
tratamento de pacientes com hemofilia. Os auto-anticorpos se desenvolvem
em aproximadamente 20% dos pacientes com hemofilia A em resposta as
infusdes terapéuticas do fator VIIl. Em pacientes nao-tratados anteriormente
com hemofilia A que desenvolvem inibidores, o inibidor habitualmente se
desenvolve dentro de um ano de tratamento. Adicionalmente, os anticorpos
que inativam o fator VIll se desenvolvem ocasionalmente em individuos com
niveis de fator VIIlI previamente normais. Se o titulo de inibidor for suficien-
temente baixo, os pacientes podem se tratados pelo aumento da dose de
fator VIIl. No entanto, freqlientemente o titulo de inibidor é tao alto que ele
nao pode ser sobrepujado pelo fator VIIl. Uma estratégia alternativa é desviar a
necessidade pelo fator Vill durante hemostase normal usando-se preparagoes
de complexo de fator IX (por exemplo, KONYNE ®, Proplex ®) ou fator VII
humano recombinante. Adicionalmente, como o fator VIll porcino habitual-
mente tem substancialmente menos reatividade com os inibidores do que o
fator VIII humano, tem sido usada uma preparacgao de fator VIl porcino par-
cialmente purificada (HYATE:C ®). Muitos pacientes que desenvolveram
anticorpos inibidores ao fator VIll humano foram tratados com sucesso com
o fator VIl porcino e toleraram tal tratamento durante longos periodos de
tempo. No entanto, a administragéo do fator VIl porcino nao é uma solugéo
completa porque os inibidores podem ser desenvolver a fator VIII porcino
apos uma ou mais infusdes em alguns pacientes.

Diversas preparagdes de fator VIl derivado de plasma humano

de graus de pureza variaveis sdo comercialmente disponiveis para o trata-
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mento da hemofilia A. Estas incluem um fator VIII parcialmente purificado
derivado do sangue reunido de muitos doadores que é tratado a quente e
com detergente contra virus porém contém um nivel significativo de protei-
nas antigénicas; um fator VIII purificado por anticorpo monoclonal que tem
niveis mais baixos de impurezas antigénicas e contaminagao viral; e fator
VIl humano recombinante, para os quais estdao em andamento algumas expe-
riéncias clinicas. Infelizmente, o fator VIII humano € instavel a concentragdes
e pH fisiologicos, esta presente no sangue a uma concentracdao extrema-
mente baixa (0,2 ug / ml de plasma) e tem baixa atividade especifica de co-
agulacao. Preocupacdes de saude publica referentes ao risco de virus ou de
outros contaminantes contidos no sangue limitaram a utilidade do fator Vil
porcino purificado partindo de sangue porcino.

Os sujeitos hemofilicos requerem reposicao diaria de fator VII
para evitar hemorragia e a artropatia hemofilica deformante resultante. No
entanto, os suprimentos tém sido inadequados e ocorrem problemas em uso
terapéutico devido a dificuldade de isolamento e de purificagao, imunogeni-
cidade e a necessidade de remocgéao do risco de AIDS e de infectividade por
hepatite. O uso de fator VIil humano recombinante ou do fator VIII porcino
parcialmente purificado nao ira resolver todos os problemas.

Os problemas associados com o fator VIl derivados de plasma
comumente usado, comercialmente disponivel, estimularam interesse signi-
ficativo no desenvolvimento de um melhor produto de fator VIIl. H& uma ne-
cessidade de uma molécula mais potente de fator VIl de modo que possam
ser liberadas mais unidades de atividade de coagulagao por molécula; uma
molécula de fator VIII que seja estavel a um pH e a uma concentragao fisio-
I6gicos selecionados; uma molécula de fator VIII que é menos apta a causar
a producéo de anticorpos inibidores; e uma molécula de fator VIII que evite
deteccgao imunoldgica em pacientes que ja adquiriram anticorpos ao fator VIII
humano.

E portanto um objetivo da presente invencao fornecer um fator
VIl que corrija hemofilia em um paciente deficiente em fator Vil ou que te-

nha inibidores ao fator VIl humano.
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E um outro objetivo da presente invencgao fornecer métodos para
o tratamento de sujeitos hemofilicos.

E ainda um outro objetivo da presente invengéo fornecer um fa-
tor VIII que seja estavel a um pH e a uma concentragéao fisiolégica selecio-
nados.

E também ainda um outro objetivo da presente invengao forne-

~ cer um fator VIIl que tenha maior atividade coagulante do que o fator Vili

humano.

E um objetivo adicional da presente invengao fornecer um fator
VIl contra o qual seja produzido menos anticorpo.

E um outro objetivo da presente invengado fornecer um método
para se obter fator Vill porcino recombinante e fator Vil porcino especifica-
mente modificado.

A determinagao da inteira sequiéncia de DNA que codifica o fator
VIl porcino aqui apresentada permitiu, pela primeira vez, a sintese de fator
VIII porcino de comprimento total por expressdao do DNA que codifica o fator
VIl porcino em uma célula hospedeira adequada. O fator VIII porcino re-
combinante purificado é portanto um aspecto da presente invengdo. O DNA
que codifica cada dominio de fator VIl porcino assim como qualquer fragmento
especificado do mesmo, pode ser expresso similarmente. Além disso, o VI
porcino que tenha todo ou parte do dominio B deletado (fVIII porcino sem
dominio B) é tomado disponivel como parte da presente invengao, por ex-
pressdao de DNA que codifica fVIIl porcino que tem uma dele¢cao de um ou
mais codons do dominio B.

Também sao fornecidos composi¢oes farmacéuticas e métodos
para tratamento de pacientes que tenham deficiéncia de fator VIIl que com-
preende a administragao de fator VIIlI porcino recombinante ou de um fator
VIl porcino recombinante modificado, em particular um fator VIIlI porcino
sem dominio B.

Breve Descricao das llustracoes

As Figuras. 1A-1H consideradas juntas fornecem uma compara-
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cao de seqiéncia alinhada das seqliéncias acidas de fator VIII humano, de
porco e de camundongo.
Descrigcao Detalhada da Invencéo

A nédo ser se for especificado ou indicado de outra maneira,
como usado neste caso, o “fator VIII" representa qualquer molécula de pro-
teina funcional de fator VIl proveniente de qualquer mamifero.

Como usado neste caso, o "fator VIl de mamifero" inclui o fator
VIlI com seqiéncia de aminoacido derivada de qualquer mamifero néo-
humano, a nao ser se for especificado de outra maneira. "Animal”, como
usado neste caso, refere-se a porco e a outros mamiferos nao-humanos.

Uma "proteina de fusado" ou "fator VIII de fusao ou fragmento do
mesmo", como usado neste caso, € o produto de um gene hibrido em que é
alterada a sequiéncia de codificagao, por exemplo, por associacdo de parte
da mesma a sequéncia de codificagdo para uma segunda proteina proveni-
ente de um gene diferente em registro apropriado de quadro de leitura tal
que possam ocorrer transcricao nao-interrompida e tradugéo dos segmentos
associados para produzir um gene hibrido que codifica a proteina de fusao.

Um acido nucléico ou um aminoacido "correspondente” ou se-
quéncia de um deles, como usado neste caso, € um presente em um sitio
em uma molécula de fator Vill ou fragmento do mesmo que tenha a mesma
estrutura e/ou fungdo como um sitio na molécula de fator VIll de uma outra
espécie, embora o numero de acido nucléico ou de aminoacido possa nao
ser idéntico. Uma sequiéncia de DNA "correspondente a" uma outra sequén-
cia de fator VIl corresponde substancialmente a tal seqliéncia e hibridiza a
seqléncia da SEQ ID N° designada sob condi¢des restritivas. Uma sequén-
cia de DNA "correspondente a" uma outra seqiiéncia de fator VIl também
inclui uma seqiiéncia que resulta na expressdo de um fator VIl ou de um
fragmento do mesmo e hibridizaria & SEQ ID N° designada porém para a
redundancia do codigo genético.

Um residuo ou uma sequéncia de aminoacido "unico", como
usado neste caso, refere-se a uma seqiiéncia ou a um residuo de aminoaci-

do na molécula de fator VIl de uma espécie que é diferente do residuo ou



1,

10

15

20

25

30

da seqiiéncia homologa na molécula de fator VIII de uma outra espécie.

"Atividade especifica," como usada neste caso, refere-se a ativi-
dade que ird corrigir o defeito de coagulagéo do plasma deficiente em fator
VIl humano. A atividade especifica € medida em unidades de atividade de
coagulagao por miligrama de proteina de fator VIlI total em um ensaio pa-
dronizado em que o tempo de coagulagao do plasma deficiente em fator VIlI
humano é comparado ao do plasma humano normal. Uma unidade de ativi-
dade de fator Vil é a atividade presente em um mililitro de plasma humano
normal. No ensaio, quanto mais curto o tempo para a formagao de coagulo,
maior a atividade do fator VIlI que esta sendo dosado. O fator VIl porcino
tem atividade de coagulagao em um ensaio de fator VIl humano.

"Expressao" refere-se ao conjunto de processos que ocorrem em
que é utilizada informagao genética para fornecer um produto. Um DNA que
codifica a sequiéncia de aminoacido de fator VIII porcino pode ser "expresso”
dentro de uma célula hospedeira de mamiferos para fornecer a proteina de
fator VIl porcino. Os materiais, as estruturas genéticas, as células hospedei-
ras e as condigdes que permitem que ocorra a expressao de uma dada se-
quéncia de DNA s&o bem conhecidos na técnica e podem ser manipulados
para afetar o tempo e a quantidade de expressao, assim como a locagao
intra- ou extra-celular da proteina expressada. Por exemplo, por inclusao de
DNA que codifica um peptideo sinal na extremidade 5' do DNA que codifica
o fator VIl porcino (a extremidade 5' sendo, por convencao, aquela extremi-
dade que codifica o terminal NH. da proteina) a proteina expressada se tor-
na exportada do interior da célula hospedeira para dentro do meio de cultura.
O fato de fornecer o DNA que codifica um peptideo sinal em combinagao
com o DNA que codifica o fator VIl porcino é vantajoso porque o fator VI
expressado € exportado para dentro do meio de cultura o que simplifica o
processo de purificagdo. Um peptideo sinal preferido € um peptideo sinal de
fator VIl de mamifero.

O nucleotideo de cDNA de fator VIl humano e as seqliéncias de
aminoécido previstas sao apresentadas nas SEQ ID N® 1 e 2, respectiva-

mente. O fator VIl é sintetizado como uma proteina de cadeia simples com
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aproximadamente 300 kDa com homologia interna de seqiiéncia que define
a sequéncia de "dominio" NH,-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH. Em uma molécula
de fator VIII, um "dominio”, como usado neste caso, é uma seqiéncia continua
de aminoécidos que é definida por identidade de seqiiéncia intema de aminoa-
cido e sitios de clivagem proteolitica por trombina. A nao ser se for especifi-
cado de outra maneira, os dominios do fator VIIl incluem os residuos de amino-
acido a seguir, quando as sequéncias estiverem alinhadas com a seqiiéncia de
aminoacido humana (SEQ ID N° 2): A1, residuos Ala1-Arg372; A2, residuos
Ser373-Arg740; B, residuos Ser741-Arg1648; A3, residuos Ser1690-11e2032;
C1, residuos Arg2033-Asn2172; C2, residuos Ser2173-Tyr2332. A seqlién-
cia A3-C1-C2 inclui residuos Ser1690-Tyr2332. O segmento restante, resi-
duos Glu1649-Arg1689, é habitualmente citado como o peptideo de ativagao
de cadeia leve do fator VIII. O fator VIl é proteoliticamente ativado por trom-
bina ou por fator Xa, que dissocia o mesmo do fator de von Willebrand, for-
mando o fator Vllla, que tem fung¢do pré-coagulante. A fungao bioldgica do
fator Vllla € aumentar a eficiéncia catalitica do fator IXa em direcao a ativa-
cao do fator X por diversas ordens de grandeza. O fator Vllla ativado por
trombina € um heterotrimero A1/A2/A3-C1-C2 de 160 kDa que forma um
complexo com o fator IXa e com o fator X sobre a superficie de plaquetas ou
de mondcitos. Um "dominio parcial' como usado neste caso € uma seqlién-
cia continua de aminoacidos que faz parte de um dominio.

"Subunidades" de fator VIIl humano ou animal, como usado
neste caso, sdo as cadeias pesadas e leves da proteina. A cadeia pesada
do fator VIl contém trés dominios, A1, A2 e B. A cadeia leve do fator VIII
também contém trés dominios, A3, C1 e C2.

Os termos "epitopo," "sitio antigénico” e "determinante antigéni-
co," como usado neste caso, sdo usados sinonimamente e sao definidos
como uma porgao do fator VIII humano ou animal ou fragmento do mesmo
que ¢é especificamente reconhecido por um anticorpo. Ele pode consistir em
qualquer nimero de residuos de aminoacido e pode ser dependente da es-
trutura primaria, secundaria ou terciaria da proteina.

O termo "sitio imunogénico," como usado neste caso, é definido

escooe
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como uma regiao do fator VIl humano ou animal, ou fragmento do mesmo, que
provoca especificamente a producao de anticorpo ao fator VIIl ou fragmento
em um ser humano ou em um animal, como medido por protocolos de rotina,
tal como imunoensaio, por exemplo ELISA ou o ensaio de Bethesda, aqui
descrito. Ele pode consistir em qualquer niumero de residuos de aminoacido
e pode ser dependente da estrutura primaria, secunddria ou tercidria da
proteina. Em algumas modalidades, o fator VIl hibrido ou equivalente hibri-
do ou fragmento dos mesmos é nao-imunogénico em um animal ou em um
ser humano do que o fator VIII humano ou porcino.

"Deficiéncia de fator VIII," como usado neste caso, inclui a defi-
ciéncia na atividade de coagulagdo causada pela producao de fator VIII de-
feituoso, por produgéo inadequada ou nenhuma produgdo de fator VIl ou
por inibicao parcial ou total de fatdr VIII por inibidores. A hemofilia A & um
tipo de deficiéncia de fator VIl resultante de um defeito em um gene ligado-X
e da auséncia de deficiéncia da proteina de fator VIl que ele codifica.

Como usado neste caso, "ensaios diagndsticos" incluem ensaios
que de alguma maneira utilizam a interagao antigeno - anticorpo para de-
tectar e/ou avaliar quantitativamente a quantidade de um anticorpo em parti-
cular que esta presente em uma amostra para teste para auxiliar na selegéao
de terapias médicas. HA muitos tais ensaios conhecidos dos versados na
tecnica. Como usado neste caso, DNA de fator VIIl humano, porcino ou por-
cino modificado ou fragmento do mesmo e proteina expressa partindo do
mesmo, em todo ou em parte, pode ser usado em lugar dos reagentes cor-
respondentes nos ensaios conhecidos de outra forma, sendo que os ensaios
modificados podem ser usados para detectar e/ou avaliar quantitativamente
os anticorpos ao fator VIIl. E o uso destes reagentes, o DNA de fator VIl ou
fragmento do mesmo ou proteina expressa partindo do mesmo, que permite
a modificacdo de ensaios conhecidos para detecgdo de anticorpos a fator
VIl humano ou animal. Tais ensaios incluem, porém n&ao sio limitados a
ELISAs, ensaios de imunodifusdo e imunoblots. Os métodos adequados
para realizar qualquer um destes ensaios sao conhecidos dos versados na

técnica. Como usado neste caso, o fator VIIl ou fragmento do mesmos que
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inclui pelo menos um epitopo da proteina pode ser usado como o reagente
diagnostico. Exemplos de outros ensaios em que pode ser usado o fator Vill
humano, porcino ou porcino modificado ou fragmento do mesmo incluem o
ensaio de Bethesda e ensaios de anticoagulagao.

O termo "DNA que codifica uma proteina, tal como fator VIIl por-
cino" significa um acido polidesoxinucléico cuja seqiiéncia de nucleotideo
incorpora a informagao de codificacdo a uma célula hospedeira para a se-
gquéncia de aminoacido da proteina, por exemplo fator VIII porcino, de acor-
do com as relagoes conhecidas do cédigo genético.

O "produto de expressao" de um DNA que codifica um fator VIl
humano ou animal ou um fator VIl modificado é o produto obtido pela ex-
pressao do DNA referenciado em uma célula hospedeira adequada, inclusi-
ve tais caracteristicas de modificagao pré- ou pds-translacional de proteina
codificada pelo DNA referenciado, que inclui mas nao é limitada a glicosila-
céo, clivagem proteolitica e similares. E sabido na técnica que tais modifica-
¢oes podem ocorrer e podem diferir um pouco dependendo do tipo da célula
hospedeira e de outros fatores e pode resultar em isoformas moleculares do
produto, com retencao da atividade pré-coagulante. Ver, por exemplo Lind,
P. e outros, Eur. J. Biochem. 232: 1927 (1995), aqui incorporada como refe-
réncia.

Um "vetor de expressao" é um elemento de DNA, freqliente-
mente de estrutura circular, que tem a capacidade de se replicar autonoma-
mente em uma célula hospedeira desejada ou de se integrar a um genoma
de célula hospedeira e também possuir certas caracteristicas bem conheci-
das que permitem a expressao de um DNA codificante inserido na seqiéncia
de vetor no sitio apropriado em uma orientagdo apropriada. Tais caracteristi-
cas podem incluir, porém nao estdo limitadas a, uma ou mais sequéncias
promotoras para dirigir o inicio da transcricao do DNA codificante e de outros
elementos de DNA tais como intensificadores, sitios de poliadenilagédo e si-
milares, como é bem conhecido na técnica. O termo "vetor de expressdo" é
usado para representar tanto um vetor que tenha uma sequéncia de codifi-

cacao de DNA a ser expressa inserida dentro de sua seqiéncia como um
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vetor que tenha os necessarios elementos de controle de expressao assim
dispostos em relagao a um sitio de introdugao que possa servir para expres-
sar qualquer DNA codificante inserido no sitio, assim como bem conhecido
na técnica. Desse modo, por exemplo, um vetor em que ha falta de promotor
pode se tornar um vetor de expressao pela insercdo de um promotor combi-
nado com um DNA codificante; '
Descricao Geral e Métodos

A Patente U.S. 5.364.771 descreveu a descoberta de moléculas
hibridas de fator VIll humano / porcino que tém atividade coagulante, em que
elementos da molécula de fator VIl de ser humano ou de porco sdao usados
em lugar dos elementos correspondentes da molécula de fator VIIi das ou-
tras espécies. A Patente U.S. 5.663.060 descreve as moléculas de fator VIII
pré-coagulante hibridas de ser humano / animal e equivalentes hibridas, em
que os elementos da molécula de fator VIl de uma espécie sdo usados em
lugar dos elementos correspondentes da molécula de fator VIl das outras
espécies.

Como a informagao corrente indica que o dominio B ndo tem
epitopo inibidor e ndo apresenta efeito conhecido sobre a fungédo do fator
VIll, em algumas modalidades o dominio B é totalmente ou parcialmente
deletado nas moléculas de fator VIl hibridas ativas ou equivalentes hibridas
ou fragmentos das mesmas ("B(-) fator VIII') preparadas por qualquer um
dos métodos aqui descritos.

O gene do fator VIl humano foi isolado e expresso em células
de mamiferos, como relatado por Toole, J.J. e outros (1984) Nature 312:
342-347 (Genetics Institute); Gitschier, J. e outros (1984) Nature 312: 326-
330 (Genentech); Wood, W.I. e outros (1984) Nature 312: 330-337 (Genen-
tech); Vehar, G.A. e outros 1984) Nature 312: 337-342 (Genentech); WO 87 /
04187, WO 88 / 08035; WO 88 / 03558; Patente U.S. N° 4.757.006 e a se-
quéncia de aminoacido foi deduzida de cDNA. A Patente U.S. N2 4.965.199
de Capon e outros divulga um método de DNA recombinante para produzir o
fator VIII em células hospedeiras de mamiferos e purificacdo de fator Vil

humano. Foi relatada a expressdo de fator VIIl humano sobre células de
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CHO (ovério de hamster chinesa) e BHKC (células de rim de bebé hamster).
O fator VIII humano foi modificado para deletar parte ou todo o dominio B
(Patente U.S. N° 4.868.112) e foi tentada a substituicdo do dominio do fator
VIl humano pelo dominio B do fator V humano (Patente U.S. N° 5.004.803).
A seqliéncia de cDNA que codifica o fator VIIl humano e a seqliéncia de
aminoécido prevista sdo apresentadas nas SEQ ID N® 1 e 2, respectiva-
mente. Na SEQ ID N° 1, a regido de codificagdo comeca na posicdo de nu-
cleotideo 208, o tripleto GCC sendo o cédon para o nimero de aminoacido 1
(Ala) da proteina madura como fornecida na SEQ ID N° 2.

O fator VIl porcino foi isolado do plasma [Fass, D.N. e outros
(1982) Blood 59: 594]. A sequiéncia parcial de aminoéacido do fator Vil porci-
no correspondente as porgdes da sequéncia N-terminal de cadeia leve que
tem homologia a ceruloplasmina e o fator V de coagulacado foram descritos
por Church e outros (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 81: 6934. Toole, J.J.
e outros (1984) Nature 312: 342-347 descreveram o seqlienciamento parcial
da extremidade N-terminal de quatro fragmentos de aminoacido de fator VIl
porcino porém n&o caracterizaram os fragmentos em relagcdo as suas posi-
¢Oes na molécula do fator Vill. A seqiiéncia de aminoacido do B e parte dos
dominios A2 do fator VIII porcino foram relatadas por Toole, J.J. e outros
(1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 83: 5939-5942. A seqiiéncia de cDNA que
codifica o dominio A2 completo de fator VIl porcino e a seqiiéncia de ami-
noacido prevista e fator VIl hibrido humano / porcino que tem substituicdes
de todos os dominios, todas as subunidades e seqliéncias de aminoacido
especificas foram divulgadas na Patente U.S. 5.364.771 intitulada "Hybrid
Human / Porcine factor VIII" concedida em 15 de novembro de 1994 e no
WO 93 /20093 publicada em 14 de outubro de 1993. A seqliéncia de cDNA
que codifica o dominio A2 do fator VIII porcino correspondente aos residuos
373-740 em fator VIIl humano maduro, como apresentado na SEQID N2 1 e
a seqiéncia de aminoacido prevista sdo apresentadas nas SEQ ID N 3 e 4,
respectivamente. Mais recentemente, o nucleotideo e as seqiiéncias de
aminoacido correspondentes de parte do dominio A1 faltando o primeiro

aminoacido 198 e do dominio A2 do fator VIl porcino foram relatados no WO
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94 / 11503, publicada em 26 de maio de 1994. A seqliéncia inteira de nucle-
otideo que codifica o fator VIl porcino, inclusive o dominio A1 completo,
peptideo de ativacao, dominios A3, C1 e C2, assim como a sequéncia de
aminoacido codificada, foi finalmente obtida por Lollar, como divulgado na
Patente U.S. 5.859.204, concedida em 12 de janeiro de 1999 e no WO 97 /
49725, publicada em 31 de dezembro de 1997, ambas aqui incorporadas
como referéncia.

Tanto o fator VIII porcino como o humano sao isolados de plas-
ma como uma proteina com duas subunidades. As subunidades, conhecidas
como cadeia pesada e cadeia leve, sdao mantidas juntas por uma ligagédo
nao-covalente que requer ions de calcio ou outros ions de metal divalente. A
cadeia pesada de fator VIl contém trés dominios, A1, A2 e B, que estao li-
gados covalentemente. A cadeia leve de fator VIl também contém trés do-
minios, designados A3, C1 e C2. O dominio B nao apresenta fungao bioldgi-
ca conhecida e pode ser removido ou parcialmente removido da molécula
proteoliticamente ou por métodos de tecnologia de DNA recombinante sem
alteragéo significativa em qualquer parametro de fator VIl que possa ser
medido. O fator VIIl recombinante humano tem uma estrutura similar e fun-
¢ao para fator VIl derivado de plasma, embora ele nao seja glicosilado a
nao ser se expresso em células de mamiferos.

Tanto o fator VIl ativado humano como porcino (“fator Villa")
tém trés subunidades em conseqliéncia da clivagem da cadeia pesada entre
os dominios, A1 e A2. Esta estrutura é designada A1/A2/A3-C1-C2. O fator
VIIl humano ndo é estavel sob as condigbes que estabilizam o fator Vllla
porcino, presumivelmente por causa da associagdo mais fraca da subunida-
de A2 do fator VIIl humano. A dissociagdo da subunidade A1 de fator Vllia
humano e porcino esta associada com a perda de atividade da molécula do
fator Vllla. Yakhyaev, A. e outros (1997) Blood 90: Supl. 1, Abstract.

# 126, ligacao relatada de dominio A2 por receptor de lipoprotei-
na de baixa densidade - proteina relacionada, sugerindo que a captacao ce-
lular de A2 mediada por tal ligagdo age para regular para baixo a atividade
do fator VIIl.
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A expressao de "fator VIll sem dominio B" é melhorada por in-
clusdo de porgdes do dominio B. A inclusdo daquelas partes do dominio B
designadas "SQ" [Lind, P. e outros (1995) acima] foi registrada como resul-
tando em expressao favoravel. Nos constructos de "SQ" ha falta de todo o
dominio B humano exceto os 5 aminoacidos do terminal N do dominio B e os
9 aminoacidos do terminal C do dominio B.

O fator VIII hibrido purificado ou fragmento do mesmo pode ser
usado como ensaio para imunorreatividade e atividade de coagulagcao por
ensaios padronizados inclusive, por exemplo o ensaio do fator VIl isento de
plasma, o ensaio de coagulagdao em um estagio e o ensaio imunossorbente
ligado a enzima que usa o fator VIl humano recombinante purificado como
um padrao.

Outros vetores, inclusive ambos os vetores virais plasmideo e
eucaridtico, podem ser usados para expressar um constructo de gene re-
combinante em células eucariéticas dependendo da preferéncia e do julga-
mento do versado na técnica (ver, por exemplo, Sambrook e outros, Capitulo
16). Outros vetores e sistemas de expressao, inclusive sistemas bacterianos,
de leveduras e de célula de inseto, podem ser usados mas nao sao preferi-
dos em virtude de diferengcas em, ou falta de, glicosilagéo.

A proteina do fator VIl recombinante pode ser expressa em uma
variedade de células comumente usadas para cultura e expressao de protei-
na recombinante de mamiferos. Em particular, foi descoberto que algumas
linhagens de célula de roedores sao hospedeiros especialmente Uteis para a
expressao de proteinas grandes. As linhagens de célula preferidas, disponi-
veis pela American Type Culture Collectiona, Rockville, MD, incluem células
de rim de bebé hamster e células de ovario de hamster chinesa (CHO) que
séo cultivadas usando-se procedimentos e meios de rotina.

A base para a maior atividade coagulante de fator VIl porcino
parece ser a dissociagao rapida mais espontédnea da subunidade A2 humana
proveniente de fator Vlila humano do que a subunidade A2 porcina proveni-
ente de fator Vllla porcino. A dissociacéo da subunidade A2 leva a perda de
atividade. [Lollar, P. e outros (1990) J. Biol. Chem. 265: 1688-1692; Lollar, P.
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e outros (1992) J. Biol. Chem. 267: 23652-23657; Fay, P.J. e outros (1992)
J. Biol. Chem. 267: 13246-13250].
Moléculas de fator VIl com imunorreatividade reduzida:

Os epitopos que sao imunorreativos com anticorpos que inibem
a atividade coagulante de fator VIl ("inibidores" ou "anticorpos inibidores")
foram caracterizados baseado em relagdes conhecidas de estrutura-funcao
no fator VIII. Presumivelmente, os inibidores podiam agir por ruptura de
qualquer uma das interagées macromoleculares associadas com a estrutura
de dominio de fator VIl ou suas associagcdes com fator de von Willebrand,
trombina, fator Xa, fator iXa ou fator X. No entanto, a maioria dos anticorpos
inibidores para o fator VIl humano agem por ligagédo a epitopos localizados
no dominio A2 de 40 kDa ou no dominio C2 de 20 kDa de fator VIII, rompen-
do fungbes especificas associadaé com estes dominios como descrito por
Fulcher e outros (1985) Proc. Nat/. Acad. Sci. USA. 82: 7728-7732 e Scan-
della e outros (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85: 6152-6156. Além dos
epitopos A2 e C2, pode haver um terceiro epitopo no dominio A3 ou C1 da
cadeia leve do fator VIIl, de acordo com Scandella e outros (1993) Blood 82:
1767-1775. O significado deste terceiro epitopo putativo é desconhecido,
porém parece que leva em conta uma fragdo minima da reatividade do epi-
topo no fator VIII.

Os anticorpos anti-A2 bloqueiam a ativagdo do fator X, como
demonstrado por Lollar e outros (1994) J. Clin. Invest. 93: 2497-2504. Estudos
de mapeamento anteriores por mutagénese de delecdo descritos por Ware e
outros (1992) Blood Coagul. Fibrinolysis 3: 703-716, localizaram o epitopo
A2 dentro da regido da extremidade NH.-terminal do dominio A2 de 40 kDa.
Ensaios imunorradiométricos de competi¢éo indicaram que os inibidores A2
reconhecem um epitopo comum ou epitopos estreitamente aglomerados,
como descrito por Scandella outros (1992) Throm. Haemostas 67: 665-671 e
como demonstrado na Patente U.S. 5.859.204.

As moléculas de fator VIl de animal ou de animal modificado
podem ser testadas em seres humanos para sua antigenicidade reduzida

e/ou imunogenicidade em experiéncias clinicas. Em um tipo de experiéncia,
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projetada para determinar se o fator VIl € imunorreativo com anticorpos ini-
bidores, o fator Vill € administrado, de preferéncia por infusao intravenosa, a
aproximadamente 25 pacientes que tenham deficiéncia de fator VIII que te-
nham anticorpos que inibem a atividade coagulante do fator VIII humano te-
rapéutico. A dosagem do fator VIIl de animal ou de animal modificado esta
em uma faixa entre 5 e 50 Unidades / kg de peso do corpo, de preferéncia
10-50 Unidades / kg e mais preferivelmente 40 Unidades / kg de peso do
corpo. Aproximadamente 1 hora apés cada administragcao, a recuperacgao do
fator VIl de amostras de sangue € medida em um ensaio de coagulagao em
um estagio. As amostras sao retiradas de novo aproximadamente' 5 horas
apos a infusdo e é medida a recuperagao. A recuperacgao total e a taxa de
desaparecimento de fator Vill das amostras € uma previsao do titulo do anti-
corpo e da atividade inibidora. Se o titulo do anticorpo for alto, a recuperagao
do fator ViII habitualmente n&o pode ser medida. Os resultados da recupera-
¢ao sao comparados aos resultados da recuperagdao em pacientes tratados
com fator VIIl humano derivado de plasma, com fator VIII humano recombi-
nante, com fator VIl porcino derivado de plasma e com outras formas tera-
péuticas usadas de fator VIl ou de substitutos de fator Vill.

Apds a identificacao de epitopos clinicamente significativos, po-
dem ser expressas moléculas de fator VIl recombinante que tenham reativi-
dade cruzada menor do que ou igual comparada com fator VIl porcino deri-
vado de plasma quando testado in vitro contra uma ampla investigagao de
plasmas inibidores. Pode ser feita mutagénese adicional em regides epitépi-
cas para reduzir a reatividade cruzada. A reatividade cruzada reduzida, em-
bora desejavel, ndo é necessaria para produzir um produto que pode ter
vantagens sobre o concentrado de fator VIII porcino derivado de plasma, que
pode produzir efeitos colaterais provenientes de proteinas porcinas contami-
nantes ou de agentes infecciosos contaminantes tais como virus ou prions.
Uma molécula de fator VIII porcino ou porcino modificado ndo contera pro-
teinas porcinas estranhas.

Ensaios para diagnéstico.
O cDNA de fator VIII e/ou a proteina expressa partindo do mes-

180093
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mo, em todo ou em parte, pode ser usado em ensaios como reagentes para
diagnéstico para a detecgdo de anticorpos inibidores a fator VIl humano ou
animal ou a fator VIIl modificado em substratos, inclusive, por exemplo,
amostras de soro e de fluidos do corpo de pacientes humanos com deficién-
cia de fator VIIl. Estes ensaios de anticorpo incluem ensaios tais como en-
saios ELISA, imunoblots, radioimunoensaios, ensaios de imunodifusdo e
ensaio de atividade biolégica de fator VIl (por exemplo, por ensaio de coa-
gulagédo). As técnicas para a preparagao destes reagentes e os métodos
para uso dos mesmos sdo conhecidos dos versados na técnica. Por exem-
plo, um imunoensaio para detec¢do de anticorpos inibidores em uma amos-
tra de soro do paciente podem incluir a reagdo da amostra teste com uma
quantidade suficiente do fator VIl a ser testado que um complexo detectavel
pode ser formado com os anticorpos inibidores na amostra do fator Vlll teste
€ evidentemente antigénico.

Podem ser preparadas sondas de acido nucléico e de aminoaci-
do baseadas na sequéncia do cDNA do fator VIl hibrido ou molécula de
proteina ou fragmentos da mesma. Em algumas modalidades, estas podem
ser marcadas usando-se corantes ou marcas enzimaticas, fluorescentes,
quimioluminescentes ou radioativas que sao comercialmente disponiveis. As
sondas de aminoacido podem ser usadas, por exemplo, para selecionar so-
ros ou outros fluidos do corpo quando a presenga de inibidores a fator VIl
humano, animal ou humano / animal hibrido for suspeita. Os niveis de inibi-
dores podem ser avaliados quantitativamente em pacientes e comparados a
controles saudaveis e podem ser usados, por exemplo, para determinar se
um paciente com uma deficiéncia de fator Vill pode ser tratado com um fator
VIl animal ou animal modificado. As sondas de cDNA podem ser usadas,
por exemplo, para fins de pesquisa em selecao de colegbes de DNA.
Composicdes Farmacéuticas.

As composigbes farmacéuticas que contém fator VIII porcino re-
combinante ou porcino modificado, sozinho ou em combinacdo com com-
postos farmacéuticos apropriados para estabilizagédo, veiculos de liberacdo

e/ou veiculos carreadores, sdo preparados de acordo com métodos conhe-
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cidos, como descrito em Remington’s Pharmaceutical Sciences de por EW.
Martin.

Em uma modalidade preferida, os veiculos ou os veiculos de
liberacdo preferidos para infusdo intravenosa sao soro fisioldgico ou soro
fisiolégico tamponado com fosfato.

Em uma outra modalidade preferida, os compostos adequados
para estabilizagao, os veiculos de liberagao e os veiculos carreadores inclu-
em porém nao estao limitados a outras proteinas humanas ou animais tal
como albumina.

Séo também preferidas vesiculas de fosfolipideo ou suspensées
lipossomais como veiculos farmaceuticamente aceitaveis ou como veiculos
de liberagado. Estes podem ser preparados de acordo com métodos conheci-
dos dos versados na técnica e podem conter, por exemplo, fosfatidilserina /
-fosfatidilcolina ou outras composi¢coes de fosfolipideo ou detergentes que
juntas conferem uma carga negativa a superficie, pois o fator VIl se liga a
membranas de fosfolipideo carregadas negativamente. Podem ser prepara-
dos lipossomos dissolvendo-se lipideo (s) apropriado (s) (tais como estearoil
fosfatidil etanolamina, estearoil fosfatidil colina e colesterol) em um solvente
inorganico que é entédo evaporado, deixando para tras uma fina pelicula de
lipideo seco sobre a superficie do recipiente. Uma solugcdo aquosa do fator
VIII hibrido € entao introduzida no recipiente. O recipiente é entdo girado
manualmente para liberar material de lipideo dos lados do recipiente e para
dispersar agregados de lipideo, formando desse modo a suspenséo lipos-
somal.

O fator VIII porcino recombinante ou porcino modificado pode
ser combinado com outros compostos adequados para estabilizagéo, veicu-
los de liberagédo e/ou veiculos carreadores, inclusive fatores de coagulagédo
dependentes de vitamina K, fator de tecido e fator de von Willebrand (VWf)
ou um fragmento de VWf que contenha o sitio de ligagéo do fator VIIi e polis-
sacarideos tal como sacarose.

O fator VIII porcino recombinante ou porcino modificado também

pode ser liberado por terapia de gene da mesma maneira que o fator Vil



10

15

20

25

30

18

humano pode ser liberado, usando-se meios de liberagéo tais como vetores
retrovirais. Este método consiste em incorporar o constructo de fator VIIi de-
sejado de cDNA a células humanas que sao transplantadas diretamente em
um paciente deficiente em fator VIl ou que sao colocadas em um dispositivo
que pode ser implantado, permeavel as moléculas de fator VIIl porém im-
permeavel as células que é entdo transplantado. O método preferido sera
transferéncia de gene retroviral-mediada. Neste método, um gene exégeno
(por exemplo um cDNA de fator VIll) é clonado no genoma de um retrovirus
modificado. O gene é inserido no genoma da célula hospedeira por maquina-
ria viral quando ele sera expresso pela célula. O vetor retroviral é modificado
de modo que ela nao produza virus, prevenindo infecgdo viral do hospedeiro.
Os principios gerais para este tipo de terapia sao conhecidos dos versados
na técnica e foram revistos na literatura [por exemplo, Kohn, D.B. e outros
(1989) Transfusion 29: 812-820].

O fator VIII porcino ou porcino modificado pode ser estocado
ligado a vVWf para aumentar a meia vida e o prazo de validade da molécula
hibrida. Adicionalmente, a liofilizagdo do fator VIll pode melhorar os rendi-
mentos de moléculas ativas na presenca de vWf. Podem ser empregados
meétodos habituais para estocagem de fator VIl humano e animal usado por
fornecedores comerciais para estocagem de fator Vil recombinante. Estes
métodos incluem: (1) liofilizacdo de fator VIll em um estado pafcialmente
purificado (como um "concentrado" de fator VIll que é infundido em purifica-
¢ao adicional); (2) purificagdo por imunoafinidade de fator VIII pelo método
de Zimmerman e liofilizagao na presenca de albumina, que estabiliza o fator
VIII; (3) liofilizag&o de fator VIIl recombinante na presenga de albumina.

Adicionalmente, foi descoberto que o fator VIl porcino ou porci-
no modificado é indefinidamente estavel a 4°C em NaCl 0,6 M, MES 20 mM
e CaClz 5 mM a pH 6,0 e também pode ser estocado congelado nestas solu-
¢Oes tamponadoras e descongelado com perda de atividade minima.
Métodos de Tratamento

O fator VIII porcino recombinante ou porcino modificado é usado

para tratar hemorragia descontrolada em consequéncia de deficiéncia de
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fator VIII (por exemplo, hemorragia intra-articular, intracraniana ou gastroin-
testinal) em hemofilicos com e sem anticorpos inibidores e em pacientes
com deficiéncia de fator VIII adquirida em virtude do desenvolvimento de
anticorpos inibidores. Os materiais ativos sdo de preferéncia administrados
intravenosamente.

Adicionalmente, o fator VIIlI porcino recombinante ou porcino
modificado pode ser administrado por transplante de células engenheiradas
geneticamente para produzir a proteina por implante de um dispositivo que
contém tais células, como descrito acima.

Em uma modalidade preferida, composigées farmacéuticas de
fator VIII porcino recombinante ou porcino modificado sozinho ou em combi-
nagcdo com estabilizadores, veiculos de liberagdo e/ou carreadores sdo in-
fundidos intravenosamente em pacientes de acordo com o mesmo procedi-
mento que é usado para a infusao de fator VIII humano ou animal.

As dosagens de tratamento de composicao de fator VIII porcino
recombinante ou porcino modificado que devem ser administradas a um pa-
ciente que necessite tal tratamento irdo variar dependendo da gravidade da
deficiéncia de fator VIIl. Geralmente, o nivel de dosagem é ajustado em fre-
qléncia, duragéo e unidades em manutengao com a gravidade e a duragéo
de cada episédio de hemorragia do paciente. Conseqiientemente, o fator VI
€ incluido em um veiculo farmaceuticamente aceitavel, um veiculo de libera-
¢ao ou estabilizador em uma quantidade suficiente para liberar a um paci-
ente uma quantidade terapeuticamente eficaz da proteina para fazer parar a
hemorragia, como medido por dosagem padrao de coagulagao.

O fator VIII é definido classicamente como aquela substancia
presente em plasma de sangue normal que corrige o defeito de coagulacéo
em plasma derivado de individuos com hemofilia A. A atividade coagulante
in vitro de formas de fator VIII purificado e parcialmente purificado é usada
para calcular a dose de fator VIII para infusbes em pacientes humanos e é
um indicador confiavel de atividade recuperada do plasma do paciente e de
corregao do defeito de hemorragia in vivo. Nao ha discrepancias relatadas

entre a dosagem padrdo de novas moléculas de fator VIl in vitro e seu com-
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portamento no modelo de infusdo no cao ou em pacientes humanos, de acordo
com Lusher, J.M. e outros 328 New Engl. J. Med. 328: 453-459; Pittman,
D.D. e outros (1992) Blood 79: 389-397 e Brinkhous e outros (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 82: 8752-8755.

Habitualmente, o nivel de atividade do fator VIil de plasma de-
sejado a ser atingido no paciente pela administragcao do fator VIil porcino
recombinante ou porcino modificado esta na faixa de 30-100% do normal.
Em um modo de administragao preferido do fator VIl terapéutico, a compo-
sicdo é fomnecida intravenosamente a uma dosagem preferida na faixa de
desde aproximadamente 5 até 50 unidades / kg de peso do corpo, mais
preferivelmente em uma faixa de 10-50 unidades / kg de peso do corpo e
mais preferivelmente ainda a uma dosagem de 20-40 unidades / kg de peso
do corpo; a frequéncia de intervalo est4 na faixa de desde aproximadamente
8 até 24 horas (em hemofilicos gravemente afetados); e a duragdo do trata-
mento em dias esta na faixa de desde 1 até 10 dias ou até que o episodio de
hemorragia esteja resolvido. Ver, por exemplo, Roberts, H.R., e M.R. Jones,
"Hemophilia and Related Conditions — Congenital Deficiencies of Prothrom-
bin (Factor Il, Factor V, and Factors VIl to XIllI)," Cap. 153, 1453-1474, 1460,
em Hematology, Williams, W.J. e outros, ed. (1990). Os pacientes com inibi-
dores podem precisar de uma quantidade diferente de fator VIl porcino re-
combinante ou porcino modificado e sua forma anterior de fator Vill. Por
exemplo, os pacientes podem precisar de menos fator Vill porcino recombi-
nante ou porcino modificado por causa de sua mais alta atividade especifica
do que fator VIIl humano e em reatividade decrescente de anticorpo. Como
no tratamento com fator VIIl derivado de plasma humano ou porcino, a
quantidade de fator VIl terapéutico infundida é definida pelo ensaio de coa-
gulacao de fator VIl em uma etapa e, em casos selecionados, & determina-
da a recuperagao in vivo por medida do fator VIIl no plasma do paciente
apos a infusdo. Deve ser entendido que para qualquer sujeito em particular,
deviam ser ajustados regimes de dosagem especificos com o passar do
tempo de acordo com a necessidade do individuo e com o julgamento pro-

fissional da pessoa que administra ou que supervisiona a administragcao das
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composigoes e que as faixas de concentragao aqui apresentadas sao ape-
nas para exemplo e nao pretendem limitar o A&mbito da pratica da composi-
cao reivindicada.

O tratamento pode assumir a forma de uma unica administragdo
intravenosa da composicao ou administragdo periédica ou continua durante
um extenso periodo de tempo, quando necessario. Alternativamente, o fator
VIII terapéutico pode ser administrado subcutaneamente ou oralmente com
lipossomas em uma ou em diversas doses a intervalos de tempo variaveis.

O fator VIII porcino recombinante ou porcino modificado também
pode ser usado para tratar hemorragia descontrolada em consequéncia da
deficiéncia do fator VIl em hemofilicos que desenvolveram anticorpos ao
fator VIl humano. Neste caso, ndo é necessaria a atividade coagulante que
é superior aquela de fator VIl humano ou animal apenas. A atividade coa-
gulante que é inferior aquela de fator VIl humano (isto €, menor do que
3.000 unidades / mg) sera util se aquela atividade nao for neutralizada por
anticorpos no plasma do paciente.

Foi demonstrado neste caso, que os fatores VIl porcino recom-
binante ou porcino modificado podem diferir em atividade especifica do fator
VIII humano. As proteinas do fator VIll que tém maior atividade proé-
coagulante provenientes do fator VIl humano sdo uteis no tratamento de
hemofilia porque serdo necesséarias dosagens menores para corrigir uma
deficiéncia de fator VIII do paciente. Os fatores VIll que tém atividade pro-
coagulante mais baixa do que o fator VIIl humano também sdo adequados
para uso terapéutico contanto que estes tenham pelo menos 1% de ativida-
de especifica comparados ao fator VIl humano normal. Um fator VIII da pre-
sente invengcdo que tenha atividade pré-coagulante é, portanto, definido
como tendo pelo menos 1% da atividade especifica do fator Vill humano.

A molécula de fator VilI porcino recombinante ou porcino modifi-
cado e os métodos para o isolamento, caracterizagdo, obtencdo e uso da
mesma geralmente descrita acima, sera melhor compreendida com referén-

cia aos exemplos nao limitativos a seguir.
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Exemplo 1: Ensaio de fator VIl porcino e de fator VIII hibrido humano / por-
cino.

O fator VIII porcino tem mais atividade coagulante do que o fator
VIl humano, baseado na atividade especifica da molécula. Esta conclusao é
baseada no uso de curvas padronizadas apropriadas que permitem que o
fator VIl porcino humano seja comparado razoavelmente. Os ensaios de
coagulagao sao baseados na capacidade de o fator VIl abreviar o tempo de
coagulagdao de plasma derivado de um paciente com hemofilia A. Foram
empregados dois tipos de ensaios: ensaio em uma etapa e ensaio em duas
etapas.

No ensaio em uma etapa, 0,1 ml de plasma de hemofilia A (Ge-
orge King Biomedical, Inc.) foi incubado com 0,1 ml de reagente tromboplas-
tina parcial ativado (APTT) (Organon Teknika) e amostra de 0,01 ml ou pa-
drao, que consiste em plasma humano normal citrado, diluido, durante 5 minu-
tos a 37°C em banho-maria. A incubacéo foi seguida pela adicao de 0,1 ml de
CaCl, 20 mM e o tempo para o desenvolvimento de um coagulo de fibrina foi
determinado por inspecéao visual.

Uma unidade de fator VIIl é definida como a quantidade pre-
sente em 1 ml de plasma humano normal citrado. Com plasma humano
como padrao, as atividades de fator VIl porcino € humano foram compara-
das diretamente. Foram obtidas diluicoes do padrao de plasma ou de protei-
nas purificadas em NaCl 0,15 M, HEPES 0,02 M, pH 7,4. A curva padrao foi
construida baseada em 3 ou 4 diluigdes de plasma, a diluigao mais alta sen-
do 1/50, e no logo do tempo de coagulagdo comparado graficamente contra
o logip da concentragao do plasma, que resulta em um grafico linear. As uni-
dades de fator Vil em uma amostra desconhecida foram determinadas por
interpolagéo da curva padrao.

O ensaio em uma etapa se baseia na ativagao endégena de fa-
tor VIl por ativadores formados no plasma de hemofilia A, ao passo que o
ensaio em duas etapas mede a atividade pré-coagulante do fator VIl pré-
ativado. Em um ensaio em duas etapas, as amostras que contém fator VIII

que tinham reagido com trombina foram adicionadas a uma mistura de trom-
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boplastina parcial ativada e plasma de hemofilia A humana que tinha sido
pré-incubado durante 5 minutos a 37°C. Os tempos de coagulagao resul-
tantes foram entdao convertidos a unidades/ml, baseado na mesma curva
padréo para seres humanos descrita acima. A atividade relativa em ensaio
em duas etapas era maior do que no ensaio em uma etapa porque o fator
VIII foi pré-ativado.

Exemplo 2: Caracterizagdo da diferenga funcional entre o fator VIl humano e
porcino.

O isolamento de fator VIII porcino e humano derivado de plasma
e fator VIll recombinante humano foi descrito na literatura em Fulcher, C.A. e
outros (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 79: 1648-1652; Toole e outros (1984)
Nature 312: 342-347 (Gehetics Institute); Gitschie e outros (1984) Nature 312:
326-330 (Genentech); Wood e outros (1984) Nature 312: 330-337 (Genen-
tech); Vehar e outros 312 Nature 312: 337-342 (Genentech); Fass e outros
(1982) Blood 59: 594; Toole e outros (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 83:
5939-5942. Isto pode ser realizado de diversas maneiras. Todas estas pre-
paragdes sao similares em composicdao de subunidade, embora haja uma
diferenga funcional em estabilidade entre o fator VIl humano e porcino.

Para comparagao de fator VIl recombinante humano e porcino,
preparagdes de fator VIIl recombinante humano altamente purificadas (Cu-
tter Laboratories, Berkeley, CA) e fator VIl porcino [imunopurificado como
descrito em Fass e outros (1982) Blood 59: 594] foram sujeitas a cromato-
grafia liquida a alta pressdo (HPLC) sobre uma coluna de troca anibnica
Mono Q™ (Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ) (Pharmacia, Inc.). As finalida-
des da etapa HPLC de Mono Q™ foram eliminagdo de impurezas minimas

de troca de fator VIl humano e porcino em uma solugdo tamponadora co-

mum para fins de comparagéo. Pequenos frascos contendo 1000-2000 uni-

dades de fator Vill foram reconstituidos com 5 ml de H.O Foi entao adicio-
nado Hepes (2 M a pH 7,4) a uma concentragao final de 0,02 M. O fator VIII
foi aplicado a uma coluna Mono Q™ HR 5/5 equilibrada em NaCl 0,15 M,
Hepes 0,02 M, CaCl, 5 mM a pH 7,4 (Tampao A mais NaCl 0,15 M); lavada

com 10 ml de Tampao A + NaCl 0,15 M; e eluida com um gradiente linear de
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20 ml, NaCl 0,15 M até 0,90 M em Tampao A a uma vazao de 1 mi/minuto.

Para comparagao de fator VIII derivado de plasma humano (pu-
rificado por HPLC Mono Q™) e fator VIII porcino, purificado por imunoafini-
dade, o fator VIl porcino derivado de plasma foi diluido 1:4 com Hepes 0,04 M,
CaCl, 5 mM, Tween-80 a 0,01%, a pH 7,4 e sujeito a HPLC Mono Q™ sob
as mesmas condi¢gdes descritas no paragrafo anterior para o fator VIl hu-
mano. Estes procedimentos para isolamento de fator VIl humano e porcino
sao padronizados para os versados na técnica.

As fragdes da coluna foram submetidas a ensaio para atividade
do fator VIl por um ensaio de coagulagao em uma etapa. Os resultados mé-
dios dos ensaios, expressos em unidades de atividade por Ag de material,
sao fornecidos na Tabela Il e indicam que o fator VIl porcino tem pelo me-
nos uma atividade seis vezes maior do que o fator VIl humano quando é

usado ensaio em uma etapa.

Tabela Il
Comparagéo da Atividade Coagulante de Fator VIIl Humano e Porcino.
atividade (U/ Azgo)

Porcino 21.300
Derivado de plasma humano 3.600
Recombinante humano 2.400

Exemplo 3: Comparagéo da estabilidade de fator VIl humano e porcino

Os resultados do ensaio em uma etapa para o fator VI refletem
a ativacéo do fator VIII a fator Villa na amostra e possivelmente perda de
atividade do fator Vllla formado. Foi feita hma comparacgao direta da estabilida-
de de fator VIl humano e porcino. Amostras de HPLC Mono Q™ (Pharmacia,
Inc., Piscataway, NJ) foram diluidas até a mesma concentragdo e composi-
¢cao tamponadora e reagidas com trombina. Em varias ocasides, as amos-
tras foram removidas para ensaio de coagulacdo em duas etapas. Tipica-
mente, o pico de atividade (a 2 minutos) era 10 vezes maior para o fator
Villa porcino do que para o humano e as atividades tanto do fator Villa por-
cino como do humano diminuiram subseqlientemente, com a atividade do

fator Vllla humano decrescendo mais rapidamente.
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Geralmente, as tentativas para isolar o fator Viila humano nao
sdo bem sucedidas até mesmo quando sao usadas condi¢ées que produ-
zem o fator Vllla porcino estavel. Para demonstrar isto, o fator VIIl humano
purificado em HPLC Mono Q™ foi ativado com trombina e sujeito a troca
catiébnica em HPLC Mono Q™ (Pharmacia, Inc.) sob condi¢ées que produ-
zem o fator Vllla porcino estavel, como descrito por Lollar e outros (1989)
Biochemistry 28: 666.

Fator VIII humano, 43 pg/mil (0,2 uM) em NaCl 0,2 M, Hepes
0,01 M, CaCl, 2,5 mM a pH 7,4, em volume total de 10 ml, foi reagido com trom-
bina (0,036 *M) durante 10 minutos em cujo tempo foi adicionada FPR-CH.CI
D-fenil-prolil-arginil-clorometil cetona a uma concentragdo de 0,2 uM para
inativagdo irreversivel de trombina. A mistura foi entao diluida 1:1 com &cido
2-(N-morfolino) etano sulfénico (MES) 40 mM, CaCl, 5 mM, a pH 6,0 e car-
regado a 2 mi/minuto sobre uma coluna HPLC Mono S™ HR 5/5 (Pharma-
cia, Inc.) equilibrada em MES 5 mM, CaCl, 5 mM, a pH 6,0 (Tampao B) mais
NaCl 0,1 M. O fator Vlila foi eluido sem lavagem da coluna com um gradiente
de 20 ml desde NaCl 0,1 M até NaCl 0,9 M em Tampao B a 1 ml/minuto.

A fragdo com atividade coagulante no ensaio em duas etapas foi
eluida como um Unico pico sob estas condigdes. A atividade especifica da
fragdo do pico era aproximadamente 7.500 U/ Ayg. Eletroforese em gel em
dodecil sulfato de séddio-poliacrilamida (SDS-PAGE) do pico de fator Vllla em
Mono S™, seguida por aplicacao de mancha com prata da proteina, revelou
duas faixas correspondentes a um derivado heterodimérico (A3-C1-C2/A1)
de fator VIlI. Embora o fragmento A2 néo fosse identificado por aplicagao de
mancha com prata sob estas condigbes por causa de sua baixa concentragao,
ele foi identificado como um constituinte em tragos por marcagao com ',

Em contraste aos resultados com o fator Vill, o fator Vlilia porci-
no isolado por HPLC Mono S™ sob as mesmas condi¢des tinha uma ativi-
dade especifica de 1,6 x 10° U/ Az. A andlise de fator Vllla porcino por
SDS-PAGE revelou 3 fragmentos correspondentes a subunidades A1, A2 e
A3-C1-C2, demonstrando que o fator Vllla porcino possui trés subunidades.

Os resultados de HPLC Mono S™ de preparacdes de fator Vil
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humano ativado por trombina a pH 6,0 indicam que o fator Vllla humano é
labil sob condi¢des que fornecem o fator Villa porcino estavel. No entanto,
embora fossem identificadas quantidades em tragos de fragmento A2 na fra-
¢ao do pico, a determinagao de se a atividade coagulante resultava de pe-
quenas quantidades fator Vllla heterotrimérico ou de fator Vllla heterodimé-
rico que tem uma baixa atividade especifica ndo foi possivel apenas por este
método.

Uma maneira de isolar fator Vllla humano antes que este perca
sua subunidade A2 é desejavel para resolver esta questido. Para esta finali-
dade, o isolamento foi realizado em um procedimento que envolve a redugéo
do pH dos tamponadores Mono S™ a pH 5. O fator VIIl humano purificado
por Mono Q™ (0,5 mg) foi diluido com H.O para fornecer uma composicao
final de 0,25 mg/ml (1 pym) de fator VIIl em NaCl 0,25 M, Hepes 0,01 M,
CaCl; 2,5 mM, Tween-80 a 0,005%, a pH 7,4 (volume total 7,0 ml). A trombi-
na foi adicionada a uma concentragao final de 0,072 uym e deixada reagir
durante 3 minutos. A trombina foi entdo inativada com FPR-CH.Cl (0,2 um).
A mistura foi entdo diluida a 1:1 com acetato de sédio 40 mM, CaCl, 5 mM,
Tween-80 a 0,01%, a pH 5,0 e carregada a 2 mi/minuto sobre uma coluna
Mono S™ HR 5/5 HPLC equilibrada em acetato de sédio 0,01 mM, CaCl, 5 mM,
Tween-80 a 0,01%, a pH 5,0, mais NaCl 0,1 M. O fator Vllia foi eluido sem
lavagem da coluna com um gradiente de 20 ml desde NaCl 0,1 M até NaCl
1,0 M na mesma solugdo tamponadora a 1 mi/minuto. Isto resultou na recu-
peragao de atividade coagulante em um pico que continha quantidades de-
tectaveis do fragmento A2 como apresentado por SDS-PAGE e aplicacdo de
mancha com prata. A atividade especifica da fragdo do pico era dez vezes
maior do que aquela recuperada a pH 6,0 (75.000 (U/ Azgo v. 7.500 U/ Aggo).
No entanto, em contraste com o fator VIl porcino isolado a pH 6,0, que é
indefinidamente estavel a 4°C, a atividade do fator Vllla humano diminuia
regularmente durante um periodo de varias horas apés eluicido de Mono
S™. Adicionalmente, a atividade especifica do fator Vllla purificado a pH 5,0
e dosado imediatamente é apenas 5% daquela do fator Vllla porcino, indi-

cando que ocorria substancial dissociacdo antes do ensaio.
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Estes resultados demonstram que tanto o fator Villa humano como o porcino
sao compostos de trés subunidades (A1, A2 e A3-C1-C2). A dissociagao da
subunidade A2 é responsavel pela perda de atividade que tanto do fator
Vlila humano como do porcino sob certas condi¢des, tais como concentra-
¢ao idnica fisiolégica, pH e concentragao. ‘A estabilidade relativa do fator
Vllla porcino sob certas condi¢des é conseqiéncia da associacdao mais forte
da subunidade A2.

Exemplo 4: Isolamento e seqienciamento de DNA que codifica o dominio A2
de fator VI porcino.

Somente a seqiiéncia de nucleotideo que codifica o dominio B e
parte do dominio A2 do fator VIII porcino foi seqlienciado anteriormente [To-
ole e outros (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 83: 5939-5942]. O cDNA e as
seqiiéncias de aminodcido previstas (SEQ ID N® 3 e 4, respectivamente)
para o inteiro dominio A2 do fator VIl porcino sao divulgados aqui.

O dominio A2 do fator VIII porcino foi clonado por transcricdo
reversa de RNA total do bago porcino e amplificagdo por PCR; foram usados
iniciadores degenerados baseados na seqiiéncia de cDNA de fator VIII hu-
mano conhecido e um iniciador porcino exato baseado em uma parte da se-
guéncia de fator VIl porcino. Um produto de PCR de 1 kb foi isolado e am-
plificado por insercao em um vetor de fagomidio Bluescript ™ (Stratagene).

O dominio A2 porcino foi completamente seqienciado por se-
glenciamento de didedxi. As seqiiéncias de cDNA e de aminoéacido previs-
tas sdo como descritas nas SEQ ID N* 3 e 4, respectivamente.

Exemplo 5: Sequéncia completa de DNA que codifica o fator VIl porcino.

Fragmento de Klenow, linkers Clal fosforilados, linkers Notl, T4
ligase e Tag DNA polimerase foram adquiridos de Promega (Madison, Wis-
consin). O polinucleotideo quinase foi adquirido de Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, Maryland. y**P-ATP (Redivue, > 5000 Ci/mmol) foi adquirido
de Amersham, pBluescript Il KS- e as células Epicurean XL1-Blue de E. coli
foram adquiridas de Stratagene (La Jolla, Califérnia). Oligonucleotideos sin-
téticos foram adquiridos de Life Technologies, Inc. ou Cruachem, Inc. Foram

usados iniciadores 5'-fosforilados quando foram produzidos produtos de
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PCR para fins de clonagem. A numeragao de nucleotideo (nt) de oligonucie-
otideos usados como iniciadores para reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) amplificagao de cDNA de fVIIl ou DNA gendmico usa o cDNA de VIl
como referéncia (Wood e outros (1984) supra).

RNA total de bago porcino foi isolado por extracdo com tiocia-
nato acido de guanidinio — fenol — cloroférmio [Chomczynski e outros (1987)
Anal. Biochem. 162: 156-159]. Foi preparado cDNA porcino partindo de RNA
de bago total usando-se transcriptase reversa (RT) do virus da leucemia mu-
rina de Moloney e hexameros desordenados para iniciar a reagao (First
Strand cDNA Synthesis Kit, Pharmacia Biotech) a néo ser se for indicado de
outra maneira. As reacdes RT continham Tris-Cl 45 mM, pH 8,3, KCI 68 mM,
DTT 15 mM, MgCl> 9 mM, 0,08 mg/ml de albumina de soro bovino e trifos-
fato de desoxinucleotideo 1,8 mM (dNTP). O DNA gendmico porcino foi iso-
lado de bago usando-se um procedimento padrao (Strauss, W. M. (1995) em

Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel e outros, editores,

John Wiley & Sons, pp. 2.2.1-2.2.3). O isolamento de DNA de géis de agaro-
se foi feito usando-se Geneclean Il (Bio 101) ou Quiex Il Gel Extraction Kit
(Qiagen).

Foram feitas reagbées de PCR usando-se um termociclador Hybaid
OmniGene. Para reagdes de PCR que empregam Tag DNA polimerase, as
reagGes incluiram MgCi, 0,6 mM, dNTPs 0,2 mM, iniciadores de oligonucle-
otideo 0,5 uM, 50 U/mi de polimerase e 0,1 volume de mistura da reacédo de
cDNA de primeiro filamento. Exceto quando indicado de outra forma, os pro-
dutos de PCR foram purificados com gel, as suas extremidades tornadas
inativas com fragmento de Klenow, precipitados com etanol e ligados ao sitio
EcoRV de pBluescript 1| KS- desfosforilado ou ligado com linkers Clal fosfo-
rilados usando-se T4 ligase, digerido com Clal, purificado com cromatografia
em Sephacryl S400 e ligado a pBluescript Il KS- desfosforilado cortado por
Clal. As ligagoes foram feitas usando-se T4 DNA ligase (kit de ligacdo rapida
de DNA, Boehringer Mannheim) exceto quando indicado de outra forma. Os
plasmideos pBluescript Il KS- contendo insergdo foram usados para trans-

formar células Epicurean XL1-Blue de E. col.
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O sequenciamento do DNA de plasmideo foi feito usando-se um
sequenciador de DNA automatizado da Applied Biosystems 373a e o kit ter-
minador de corante PRISM ou manualmente usando-se kit de seqliencia-
mento Sequenase v. 2.0 (Amersham Corporation). O seqiienciamento direto
de produtos de PCR, inclusive marcagdo da extremidade 2P de oligonucle-
otideos foi feito usando-se um protocolo de seqiienciamento de ciclo (dsDNA
Cycle Sequencing System, Life Technologies). '

Isolamento _de clones cDNA de fVIil porcino contendo seqliéncia 5 UTR,

peptideo sinal e cédons de dominio A1

O cDNA &' de fVIIl porcino ao dominio A2 foi amplificado por
RT-PCR aninhada de RNA total de bago de porca usando-se um protocolo
de amplificagdo 5' rapida de extremidades de cDNA (5'-RACE) (Marathon
cDNA, Amplification, Clontech, Versao PR55453). Isto incluia a sintese de
cDNA de primeiro filamento usando-se um oligo (dT) iniciador lock-docking
(Borson, N.D. e outros (1992) PCR Methods Appl. 2: 144-148], sn’ntesé de
DNA de segundo filamento que usa polimerase | de DNA de E. coli e ligagéao
com um adaptador de filamento duplo 5' estendido, SEQ ID N2 5
5-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG CCG CCC GGG CAG GT-3

3-H.N-CCCGTCCA-PO,-5’

cujo filamento curto foi bloqueado na extremidade 3' com um grupo amino
para reduzir iniciagdo nao-especifica de PCR e que era complementar aos 8
nucleotideos na extremidade 3' (Siebert, P.D. e outros (1995) Nucleic Acids.
Res. 23: 1087-1088). A primeira rodada de PCR foi feita usando-se um oli-
gonucleotideo especifico ao adaptador, SEQ ID N
6 5-CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC-3' (designada AP1) como
iniciador sentido e um oligonucleotideo especifico do dominio A2 de fVIli
porcino SEQ ID N% 7 5-CCA TTG ACA TGA AGA CCG TTT CTC-3' (nt
2081-2104) como iniciador anti-sentido. A segunda rodada de PCR foi feita
usando-se um oligonucleotideo aninhado, especifico a adaptador
SEQ ID N°% 8 5-ACT CAC TAT AGG GCT CGA GCG GC-3' (designado
AP2) como iniciador sentido e um oligonucleotideo aninhado, especifico a
dominio A2 porcino SEQ ID N% 9 5' -GGG TGC AAA GCG CTG ACA TCA
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GTG- 3 (nt 1497 -1520) como iniciador anti-sentido. PCR foi realizada usan-
do-se um kit comercial (Advantage cDNA PCR core kit) que emprega um
protocolo de inicio a quente mediado por anticorpo [Kellogg, D.E. e outros
(1994) BioTechniques 16: 1134-1137]. As condi¢bes de PCR incluiram des-
naturagcdo a 94°C durante 60 segundos, seguido por 30 ciclos (primeira
PCR) ou 25 ciclos (segunda PCR) de desnaturagao durante 30 segundos a
94°C, recozimento durante 30 segundos a 60°C e alongamento durante 4
minutos a 68°C usando-se controle de temperatura do tubo. Este procedi-
mento forneceu um produto proeminente de = 1,6 kb o que era coerente com
a amplificagdo de um fragmento que se estende aproximadamente 150 pb
para dentro do 5' UTR. O produto de PCR foi clonado no pBluescript usan-
do-se linkers Clal. As insercées de quatro clones foram sequlienciadas em
ambas as direcoes.

A sequéncia destes clones incluia regides correspondentes a
137 pb do 5' UTR, o peptideo sinal, o dominio A1 e parte do dominio A2. Foi
atingido um consenso em pelo menos 3 dos 4 sitios. No entanto, os clones
continham uma média de 4 mutagbes aparentes geradas por PCR, presumi-
velmente em virtude das multiplas rodadas de PCR necessérias para gerar
um produto clonavel. Portanto, usou-se a seqliéncia obtida da regiao de
peptideo sinal para projetar um iniciador de PCR fosforilado de filamento de
sentidoA, SEQ ID N% 10 5'-CCT CTC GAG CCA CCA TGT CGA GCC ACC
ATG CAG CTA GAG CTC TCC ACC TG-3', representada RENEOPIGSP,
para a sintese de um outro produto de PCR para confirmar a sequéncia e
para clonagem em um vetor de expressao. A seqiiéncia em negrito repre-
senta o codon inicial. A seqliéncia 5' para isto representa a seqliéncia idénti-
ca aquela 5' do sitio de insergcdo no vetor de expressido de mamiferos Re-
Neo usado para a expressao de fVII (Lubin e outros (1994) acima). Este
sitio inclui um sitio de clivagem Xhol (sublinhado). RENEOPIGSP e o oligo-
nucleotideo nt 1497-1520 foram usados para iniciar uma reacdo de PCR
mediada por Taq DNA polimerase que usa cDNA de bago feminino porcino
como uma matriz. DNA polimerases provenientes de diversos outros fabri-

cantes falharam no fornecimento de um produto detectavel. As condigdes de
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PCR incluiam a desnaturagdo a 94°C durante quatro minutos, seguida por
35 ciclos de desnaturagao durante 1 minuto a 94°C, recozimento durante 2
minutos a 55°C e alongamento durante 2 minutos a 72°C, seguido por uma
etapa de alongamento final durante 5 minutos a 72°C. O produto de PCR foi
clonado em pBluescript usando-se linkers Clal. As inser¢des de dois destes
clones foram sequienciadas em ambas as diregdes e combinaram a sequén-
cia de consenso.

Isolamento de clones cDNA de VIl porcino contendo A3, C1 e 5' metade

dos cédons de dominio C2.

Inicialmente, foram clonados dois produtos de RT —PCR de baco
porcino, correspondentes a um fragmento de dominio B-A3 (nt 4519-5571) e
um fragmento de dominio C1-C2 (nt 6405-6990). A extremidade 3' do domi-
nio C2 que foi obtida estendeu-se para a regido 26 de éxon, que é o éxon
terminal em fVIII. O produto B-A3 foi obtido usando-se o iniciador de dominio
B porcino-especifico, SEQ ID N% 11 5 CGC GCG GCC GCG CAT CTG
GCA AAG CTG AGT T 3', em que a regido sublinhada corresponde a uma

regiao no fVIIl porcino que se alinha com nt 4519-4530 no fVIIl humano. A
regiao 5' do oligonucleotideo inclui um sitio Notl que foi originalmente pre-
tendido para fins de clonagem. O iniciador anti-sentido usado na geracédo do
produto B-A3, SEQ ID N% 12 5-GAA ATA AGC CCA GGC TTT GCA GTC
RAA-3' foi baseado no complemento reverso da seqiiéncia de cDNA de VIl
humano a nt 5545-5571. A reagdo de PCR continha KCI 50 mM, Tris-Cl 10
mM, pH 9,0, Triton X-100 a 0.1%, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 2,5 mM, iniciadores
20 uM, 25 unidade /ml de Taq DNA polimerase e 1/20 volume de mistura da
reacdo RT. As condigdes de PCR foram desnaturacdo a 94°C durante 3 mi-
nutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo durante 1 minuto a 94°C, re-
cozimento durante 2 minutos a 50°C e alongamento durante 2 minutos a
72°C. Os produtos de PCR foram fosforilados usando-se T4 DNA quinase e
foram adicionados linkers Notl. Apés corte com Notl, os fragmentos de PCR
foram clonados no sitio Notl de BlueScript Il KS- e transformados em células
XL1-Blue.

O produto C1-C2 foi obtido usando-se a seqiiéncia de cDNA
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humano conhecido para sintetizar iniciadores sentido e anti-sentido, SEQ ID
N% 13 5’-AGG AAA TTC CAC TGG AAC CTT N-3' (nt 6405-6426)e SEQ ID
N% 14 5-CTG GGG GTG AAT TCG AAG GTA GCG N-3' (complemento re-
verso de nt 6966-6990), respectivamente. As condigées de PCR eram idénti-
cas aquelas usadas para gerar o produto B-A2. O fragmento resultante foi
ligado ao vetor de clonagem pNOT usando-se o Prime PCR Cloner Cloning
System (5 Prime-3 Prime, Inc., Boulder, Colorado) e cultivado em céilulas
JM109.

Os plasmideos B-A3 e C1-C2 foram parcialmente seqiienciados
para se obter os oligonucleotideos sentido e anti-sentido porcino-especificos,
SEQ ID N% 15 5-GAG TTC ATC GGG AAG ACC TGT TG-3' (nt 4551-4573) e
SEQ ID N%: 16 5-ACA GCC CAT CAA CTC CAT GCG AAG-3 (nt 6541-6564),
respectivamente. Estes oligonucleotideos foram usados como iniciadores para
gerar um produto de RT —PCR de 2013 pb usando-se um kit de PCR de
cDNA Clontech Advantage. Este produto, que corresponde a nt 4551-6564
humano, inclui a regido correspondente ao peptideo de ativagao de cadeia
leve (nt 5002-5124), dominio A3 (nt 5125-6114) e a maior parte do dominio
C1 (nt 6115-6573). A sequéncia do clone C1-C2 tinha estabelecido que os
cDNAs humano e porcino provenientes d'e nt 6565 até a extremidade 3' do
dominio C1 eram idénticos. O produto de PCR foi clonado no sitio EcoRV de
pBluescript Il KS-. Quatro clones foram completamente seqlienciados em
ambas as diregdes. Foi atingido um consenso em pelo menos 3 dos 4 sitios.
Isolamento de clones cDNA fVIII porcino contendo a metade 3' dos cédons
de dominio C2.

O dominio C2 de fVIlIl humano (nucleotideos 6574-7053) esta
contido dentro dos éxons 24-26 [Gitschier J. e outros (1984) Nature 312:

326-330]. O éxon 26 humano contém 1958 pb, nucleotideos corresponden-

tes 6901-8858. Ele inclui 1478 pb de seqiiéncia 3' nao traduzida. Falharam
as tentativas para clonar o éxon 26 cDNA correspondente a extremidade 3' do
dominio C2 e o 3'UTR por 3' RACE [Siebert e outros (1995) supra], inverse
PCR [Ochman, H. e outros (1990) Biotechnology (N.Y). 8: 759-760], sitio de
restricdo PCR [Sarkar, G. e outros (1993) PCR Meth. Appl. 2: 318-322],



10

15

20

25

30

"unpredictably primed" PCR [Dominguez, O. e outros (1994) Nucleic. Acids
Res. 22: 3247-3248] e por selegao de uma colegao de cDNA de figado por-
cino. Foi tentada 3' RACE usando-se a mesma colecdo de cDNA de fila-
mento duplo ligado a adaptador que foi usado para clonar com sucesso a
extremidade 5' do cDNA de {VIIl porcino. Assim, a falha deste mét;)do nao
foi em consequéncia da auséncia de cDNA correspondente ao éxon 26.

Um procedimento gene direcionado em passagem em PCR [Pa-
rker, J.D. e outros (1991) Nucleic. Acids. Res. 19: 3055-3060] foi usado para
clonar a metade 3' do dominio C2. Um iniciador sentido porcino-especifico,
SEQ ID N% 17 5-TCAGGGCAATCAGGACTCC-3' (nt 6904-6924) foi sinteti-
zado baseado na seqléncia inicial do dominio C2 e foi usado em uma rea-
¢éo de PCR com iniciadores "ambulantes" nao-especificos selecionados en-
tre os oligonucleotideos disponiveis no laboratério. Os produtos de PCR fo-
ram entao direcionados por andlise de extensao de iniciador [Parker e outros
(1991) BioTechniques 10: 94-101] que usa um iniciador interno porcino-
especifico marcado com extremidade 2P, SEQ ID N% 18
5'-CCGTGGTGAACGCTCTGGACC-3' (nt 6932-6952). Curiosamente, dos
40 iniciadores néao-especificos testados, apenas dois forneceram produtos
positivos em analise de extensdo de iniciador e estes dois corresponderam a
uma seqiéncia humana exata e degenerada na extremidade 3' do dominio C2:
SEQ ID N*: 19 5'-GTAGAGGTCCTGTGCCTCGCAGCC-3' (nt 7030-7053) e
SEQ ID N 20 5-GTAGAGSTSCTGKGCCTCRCAKCCY AG-3', (nt 7027-
7053). Estes iniciadores tinham sido inicialmente projetados para fornecer um
produto por RT -PCR convencional porém falharam para fornecer produto
suficiente que pudesse ser visualizado por ligagdo de corante com brometo
de etidio. No entanto, um produto de PCR podia ser identificado pelo método
mais sensivel de diluicdao de iniciador. Este produto foi purificado em gel e
sequenciado diretamente. Isto estendeu a seqéncia de fVIII porcino 3' até
nt 7026.

Foi obtida sequiéncia adicional por analise de extenso de inicia-
dor de um produto de PCR aninhado gerado usando-se a colegédo de cDNA de

filamento duplo ligado a adaptador usada no protocolo de 5'-RACE descrita



10

15

20

25

30

34

anteriormente. A primeira rodada da reagao usou o iniciador exato porcino
SEQ ID N° 21 5'-CTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGT-3' (nt 6541-6564) e o
iniciador AP1. A segunda rodada da reagdo usou a SEQ ID N° 22
5'-AATCAGGACTCCTCCACCCCCG-3' (nt 6913-6934) e o iniciador AP2. O
sequenciamento de PCR direta estendeu a seqliéncia 3' até a extremidade
do dominio C2 (nt 7053). A seqiiéncia do dominio C2 era Unica exceto em nt
7045 préximo a sequéncia 3' do dominio C2. A anadlise de reagcdes PCR re-
petidas forneceu A, G ou uma leitura dupla de A/G neste sitio.

O sequienciamento foi estendido para o 3'UTR usando-se dois
iniciadores adicionais, SEQ ID N° 23
5'-GGA TCC ACC CCA CGA GCT GG-3' (nt 6977-6996) e SEQ ID N°24
5'-CGC CCT GAG GCT CGA GGT TCT AGG-3' (nt 7008-7031). Foram obti-
dos aproximadamente 15 pb de 3' UTR, embora a seqiiéncia nao estivesse
clara em diversos sitios. Varios iniciadores anti-sentido foram entéao sinteti-
zados baseados nas melhores estimativas da sequéncia 3' nao traduzida.
Estes iniciadores incluiam o complemento reverso do cédon de interrupgao
TGA em seus terminais 3'. Foram obtidos produtos de PCR tanto de DNA
gendémico de bago porcino como de cDNA de bago porcino que foram visua-
lizados por eletroforese em gel de agarose e brometo de etidio usando-se
um iniciador sentido especifico SEQ ID N% 25 5'-AAT CAG GAC TCC TCC
ACC CCC G-3' (nt 6913-6934) o iniciador anti-sentido de 3' UTR, SEQ ID N
26 5'-CCTTGCAGGAATTCGATTCA-3'. Para se obter quantidades suficien-
tes de material para fins de clonagem, foi feita uma segunda rodada de PCR
usando-se um iniciador sentido aninhado SEQ ID N% 27
5'-CCGTGGTGAACGCTCTGGACC-3' (nt 6932-6952) e 0 mesmo iniciador
anti-sentido. O produto de PCR de 141 pb foi clonado em pBluescript Il KS-
cortado com EcoRV. A sequéncia de trés clones derivados de DNA genoémi-
co e de trés clones derivados de cDNA foi obtida em ambas as diregdes. A
sequéncia era inambigua exceto a nt 7045, quando o DNA gendmico sempre

era A e o cDNA sempre era G.
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Alinhamentos multiplos de seqiéncia de DNA de fVIIl humano, porcino e de
camundongo (Fig. 1A-1H).

Foram realizados alinhamentos do peptideo sinal, regides A1,
A2, A3, C1 e C2 usando-se o programa CLUSTAL W [Thompson, J. D. e
outros (1994) Nucleic. Acids Res. 22: 4673-4680]. As penalidades de espaco
aberto e de extensdo de espago eram 10 e 0,5, respectivamente. Os alinha-
mentos dos dominios B humano, de camundongo e de porco foram descritos
anteriormente [Elder e outros (1993) acima]. A seqiéncia A2 humana cor-
responde aos aminodcidos 373-740 na SEQ ID N% 2. A sequéncia de ami-
nodcido A2 porcina é fornecida na SEQ ID N% 4 e a seqléncia de aminodci-
do do dominio A2 de camundongo é fornecida na SEQ ID N2 28, aminoaci-
dos 392-759. |
Exemplo 6: Expressdo de fator VIII porcino sem dominio B recombinante,
ativo (PB’).
Materiais

Plasmas humanos de hemofilia A e normal citrados reunidos fo-
ram adquiridos de George King Biomedical, Inc. Soro fetal bovino, genetici-
na, penicilina, estreptomicina, meio DMEM/F12 e meio AIM-V foram adquiri-
dos de Life Technologies, Inc. Tag DNA polimerase foi adquirida de Prome-
ga. Vent DNA polimerase foi adquirida de New England Biolabs. Pfu DNA
polimerase e o fagomidio pBluescript Il KS™ foram adquiridos de Stratagene.
Os oligonucleotideos sintéticos foram adquiridos de Life Technologies ou de
Cruachem, Inc. As enzimas de restricao foram adquiridas de New England
Biolabs ou de Promega. Foram usados iniciadores 5'-fosforilados quando os
produtos de PCR foram produzidos para fins de clonagem. A numeragao de
nucleotideo (nt) dos oligonucleotideos usados como iniciadores para reagao
em cadeia de polimerase (PCR) amplificacdo de cDNA de fVIil porcino ou de
DNA gendmico usa o cDNA de fVIIl humano como referéncia [Wood e outros
(1984) Nature 312: 330-337]. Um vetor de expressao fVIII, designado HB"
/ReNeo, foi obtido de Biogen, Inc. HB/ReNeo contém genes de resisténcia a
ampicilina e geneticina e um cDNA de fVIIl humano onde falta o inteiro do-

minio B, definido como o fragmento de clivagem Ser741-Arg1648 produzido
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por trombina. Para simplificar a mutagénese do cDNA do dominio de fVIII
C2, que esta na extremidade 3' da insercdo de fVIIl em ReNeo, foi introduzi-
do um sitio Not/ duas bases 3' até o cédon de interrupgao de HB/ReNeo por
jungao por recobrimento de mutagénese de extensao (SOE) [Horton, R. M. e
outros (1993) Methods Enzymol. 217: 270-279). Este constructo é designado
HB/ReNeo/Notl.

O RNA total foi isolado por extragdo com tiocianato acido de
guanidinio-fenol-cloroférmio [Chomczynski, P. e outros (1987) Anal. Biochem.
162: 156-159]. O cDNA foi sintetizado partindo de mRNA usando-se trans-
criptase reversa (RT) do virus da leucemia murina de Moloney e hexameros
em desordem de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante (First-
Strand cDNA Synthesis Kit, Pharmacia Biotech). O DNA de plasmideo foi
purificado usando-se um Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Inc.). Foram rea-
lizadas reagdes de PCR usando-se um termociclador Hybaid OmniGene que

usa Taq, Vent ou Pfu DNA polimerases. Os produtos de PCR foram purifica-

- dos em gel, precipitados com etanol e ligados em DNA de plasmideo usan-

do-se T4 DNA ligase (Rapid DNA ligation kit, Boehringer Mannheim). Os
plasmideos contendo insercao foram usados para transformar células Epicu-
rean XL1-Blue de E. coli. Todas as novas seqliéncias de DNA de fVIII gera-
das por PCR foram confirmadas por seqiienciamento dideéxi que usa um
seqﬂenéiador automatizado de DNA 373a da Applied Biosystems e o kit ter-
minador de corante PRISM.

Construcéo de um vetor de expresséo de fVIil hibrido, HP20, que contém o

dominio C2 porcino

Um cDNA de fVIIl porcino correspondente a extremidade 3' do
dominio C1 e todo o dominio C2 foi clonado em pBluescript por RT-PCR
partindo de RNA total de bago usando-se iniciadores baseados em sequién-
cia de cDNA de fVIII porcino conhecido [Healey, J.F. e outros (1996) Blood
88: 4209-4214]. Este constructo e HB/ReNeo foram usados como matrizes
para construir um produto de fusdo C1 humano-C2 porcino em pBluescript
por mutagénese SOE. O fragmento C1-C2 neste plasmideo foi removido
com Apal e Notl e ligado em Apal / Notl —corte HB/ReNeo / Not! para produ-

. .
esedee
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zir HP20/ReNeo / Notl.

Construcao de fVIil hibrido humano / porcino deletado em dominio B que

contém (HP18) de cadeia leve porcino

A cadeia leve de fVIlIl humano consiste em residuos de aminoa-
cido Asp1649-Tyr2332. Os residuos correspondentes no cDNA de fVIill por-
cino foram usados em lugar desta regiao de HB" para produzir uma molécula
de fVIII hibrido humano / porcino designada HP18. Isto foi feito por substitui-
¢ao de um produto de PCR correspondente a regido A2 porcina, o dominio
A3, o dominio C1 e parte do dominio C2 para a regido correspondente em
HP20. Para facilitar as construgdes, foi introduzido um sitio Avrl/l em nt 2273
na jungdo dos dominios A2 e A3 de HP20 por mutagénese SOE.

Construcao de fVIII hibrido humano / porcino deletado em dominio B que

contém o peptideo sinal porcino, o dominio A1 e o dominio A2 (HP22)-

O peptideo sinal de VIl humano, o dominio A1 e os dominios
A2 consistem em residuos de aminoacido Met(-19)-Arg740. Os residuos cor-
respondentes no cDNA de fVIIl porcino foram usados em lugar desta regiéo
de HB' para produzir uma molécula designada HP22. Adicionalmente, foi
introduzido um sitio Aavrll sindbnimo em nt 2273 na jungdo dos dominios A2
e A3 de HP22 por mutagénese SOE. O HP22 foi construido por fusdo de um
fragmento peptideo sinal — A1- A2 parcial em pBlueScript [Healy e outros
(1996) acima] com um fVIII hibrido humano / porcino sem dominio B que
contém o dominio A2 porcino, designado HP1 (Lubin e outros (1994) acimal].
Construcao de fVIll porcino sem dominio B (PB)

Um fragmento Spel / Notl de HP18/BS (+Avrll) foi digerido com
Avrll/ Notl e ligado em HP22/BS digerido com Avrll/ Not! (+Avrll) para produ-

zir um constructo PB-/BS (+Auvrll), que consiste no fVIII porcino em que falta

o dominio B inteiro. PB- foi clonado em ReNeo por ligacdo de um fragmento
Xba/ Notl de PB/BS (+Avrll) em HP22/ReNeo/Notl (+Avrll).
Expressdo de moléculas de fVIIl recombinante

PB" /ReNeo/Notl (+Avrll) e HP22/ReNeo/Notl (+Avrll) foram
transfectados transientemente em células COS e expressos como descrito
anteriormente [Lubin, |.M. e outros (1994) J. Biol. Chem. 269: 8639-8641].
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HB" /ReNeo/Notl e nenhum DNA (imitagao) foram transfectados como um
controle.

As atividades de fVIll de PB’, HP22 e HB" foram medidas por um
ensaio cromogénico como a seguir. As amostras de fVIII em sobrenadantes
de cultura de célula foram ativadas por trombina 40 nM em NaCl 0,15 M,
HEPES 20 mM, cAC12 5 Mm, Tween-80 a 0,01%, pH 7,4 na presenca de
fator IXa 10 nM, fator X 425 nM e vesiculas unilamelares 50 uM fosfatidilse-
rina-[fosfatidilcolina (25/75 peso/peso). Apés 5 minutos, a reagéo foi inter-
rompida com EDTA 0,05 M e dessulfatohirudina recombinante 100 nM e o
fator Xa resultante foi medido por dosagem de substrato cromogénico. No
ensaio de substrato cromogénico, foi adicionado Spectrozyme 0,4 mM e a
taxa de liberagdo de para-nitroanilida foi avaliada medindo-se a absorbancia
da solugao a 405 nm.

Resultados de sobrenadantes de cultura de célula em duplicata
transfectada (absorbancia a 405 nm por minuto)

HB™: 13,9

PB: 139
HP22: 100
Imitagao: <0,2

Estes resultados indicam que o fVIII porcino sem dominio B e
um fVIIl sem dominio B que consiste nas subunidades A1 e A2 porcinas sao
ativos e sugerem que eles tém atividade superior a fVIIl humano sem domi-
nio B.

PB" foi parcialmente purificado e concentrado partindo do meio
de crescimento por cromatografia em heparina-Sepharose. Heparina-
Sepharose (10 ml) foi equilibrada com NaCl 0,075 M, HEPES 10 mM, CaCl,
2,5 mM, Tween-80 a 0,005%, azida de sédio a 0,02%, pH 7,40. Foi aplicado
meio (100-200 ml) proveniente de células de expressdao a heparina-
Sepharose, que entdo foi lavado com 30 ml de solugdo tamponadora de
equilibrio sem azida de sédio. PB foi eluido com NaCl 0,65 M, HEPES 20
mM, CaCl, 5 mM, Tween-80 a 0,01%, pH 7,40 e estocado a —80°C. O ren-

dimento de atividade coagulante de VI foi tipicamente 50-75%.
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Expressao estavel de fVIll porcino sem dominio B (PB’)

Linhagens de célula transfectadas foram mantidas em meio de
Eagle modificado de Dulbecco F12 que contém 10% de soro fetal bovino, 50
U/ml de penicilina, 50 pug/ml de estreptomicina. O soro fetal bovino foi inati-
vado pelo calor a 50°C durante uma hora antes do uso. HB" /ReNéo/Notl e
PB” /ReNeo/Notl (+Avrll) foram transfectados estavelmente em células BHK
e selecionados para resisténcia a geneticina usando-se um protocolo geral
que foi descrito anteriormente [Lubin, |.M. e outros (1994) Biol. Chem. 269:
8639-8641] exceto que as células de expressao foram mantidas em meio de
crescimento que contém 600 pg/mi de geneticina. As células dos frascos
Corning T-75 crescidas a confluéncia foram transferidos para frascos triplos
Nunc em meio que contém 600 ug/ml de geneticina e crescidas a confluén-
cia. O meio foi removido e substituido com meio AIM-V, isento de soro (Life
Technologies, Inc.) sem geneticina. A expressao de fator VIl foi monitorada
por atividade coagulante de fator VIIl de uma etapa (ver acima) e 100-150 ml
de meio foram coletados uma vez ao dia durante quatro a cinco dias. Os ni-
veis de expressdo maxima no meio para HB e PB" foram 102 unidades por
ml e 10-12 unidades por ml de atividade coagulante de fator VIII, respecti-
vamente.

Purificacdo de PB’

O PB foi precipitado do sobrenadante da cultura usando-se sul-
fato de amoénio saturado a 60% e entao purificado por cromatografia W3-3
de imunoafinidade e cromatografia mono Q liquida a alta pressdo como des-
crito anteriormente para a purificagao de fator VIl porcino derivado de plas-
ma [Lollar e outros (1993) Factor VIII / factor Villa. Methods Enzymol. 222:
128-143). |

A atividade coagulante especifica de PB" foi medida por um en-
saio de coagulacdo em uma etapa [Lollar e outros (1993) acima] e era simi-
lar ao fator VIII porcino derivado de plasma.

Quando analisado por eletroforese em gel SDS-poliacrilamida, a
preparagao de PB foi continha trés faixas de massas moleculares aparentes
160 kDa, 82 kDa e 76 kDa. As faixas de 82 kDa e 76 kDa foram descritas ante-
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riormente como heterodimero que contém os dominios A1-A2 e ap-A3-C1-C2
(em que ap refere-se a um peptideo de ativagao) [Toole e outros (1984) Nature
312: 342-347]. A faixa de 160 kDa foi transferida para uma membrana de
fluoreto de polivinilideno e sujeita a seqienciamento NHx-terminal, que for-
neceu Arg-lle-Xx-Xx-Tyr (em que Xx representa enfraquecido) que € a se-
gliéncia NHx-terminal de fator VIl de cadeia simples [Toole e outros (1984)
acima]. Assim, PB" é parcialmente processado por clivagem entre os domi-
nios A2 e A3, tal que ele consiste em duas formas, uma cadeia simples pro-
teina A1-A2-ap-A3-C1-C2 e um heterodimero A1-A2/ap-A3-C1-C2. Foi rela-
tado processamento similar de HB™ recombinante [Lind e outros (1995) Eur.
J. Biochem. 232: 19-27].
Caracterizacao de fator VIl Porcino

Foi determinada a sequéncia de cDNA de fator VIII porcino cor-
respondente a 137 pb do 5'UTR, a regiao de codificagdao de peptideo sinal
(57 pb) e os dominios A1 (1119 pb), A3 (990 pb), C1 (456 pb) e C2 (483 pb).
Juntamente com a seqiiéncia publicada anteriormente do dominio B e as
regides de peptideo de ativagao de cadeia leve [Toole e outros (1986) aci-
ma] e o dominio A2 [Lubin e outros (1994) acima}, a sequéncia relatada aqui
completa a determinagao do cDNA do fVIIl porcino correspondente ao pro-
duto traduzido. Um fragmento que incluia a regiao 5' UTR, peptideo sinal e
cDNA do dominio A1 foi clonado usando-se um protocolo 5'-RACE RT-PCR.
Um iniciador baseado na sequéncia C2 humana foi bem sucedido na produgao
de um produto de RT-PCR que levou a clonagem do dominio A3, C1 e 5’ me-
tade do C2. O cDNA correspondente a metade 3' do dominio C2 e cDNA de
3' UTR provou ser dificil de ser clonado. O restante do dominio C2 definiti-
vamente foi clonado por um procedimento de PCR ambulante de gene dire-
cionado [Parker e outros (1991) acima].

A seqliéncia aqui relatada SEQ ID N° 29 era ndo ambigua ex-
ceto em nt 7045 préximo a extremidade 3' do dominio C2, que é A ou G
como descrito aqui antes. O cédon correspondente € GAC (Asp) ou AAC
(Asn). Os cédons humano e de camundongo sdo GAC e GAG (Gin), respec-

tivamente. Desconhece-se se isto representa um polimorfismo ou um arte-
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fato de PCR reproduzivel. Os cDNAs de fVIlIl sem dominio B hibrido recom-
binante que contém substituicdes de dominio C2 porcino correspondentes
tanto aos cédons GAC como AAC foram expressos estavelmente sem dife-
renca detectavel em atividade pré-coagulante. Isto indica que ndo ha uma
diferenca funcional entre estas duas variantes de dominio C2.

O alinhamento da seqiéncia de aminoacido prevista de fVIli
porcino de comprimento total SEQ ID N° 30 com as seqiéncias publicadas
humana [Wood e outros (1984) acima] e murino (Elder e outros (1993) aci-
ma] € apresentado na Fig. 1A-1H juntamente com sitios para modificagdo
pés-translacional, clivagem proteolitica e reconhecimento por outras macro-
moléculas. O grau de identidade da seqiéncia alinhada é apresentado na
Tabela VII. Como observado anteriormente, os dominios B destas espécies sao
mais divergentes do que os dominios A ou C. Isto é coerente com a observa-
¢éo de que o dominio B nao tem fungédo conhecida, apesar de seu grande
tamanho [Elder e outros (1993) acima; Toole e outros (1986) acima]. Os're-
sultados da presente invengao confirmam que o dominio B de fVIII porcino
ndo € necessario para atividade. Baseado nos dados da seqiéncia aqui
apresentada, o fVIIl porcino que tem toda ou parte do dominio B deletado
pode ser sintetizado por expressdo do DNA de codificacao de fVIlI porcino
que tem deletado do mesmo todos ou parte dos cédons do dominio B porci-
no. Ha também mais divergéncia de sequiéncias correspondentes ao domi-
nio A1 APC / vetor IXa (residuos 337-372) e o peptideo de ativacdo de ca-
deia leve (Tabela VIl). O sitio de clivagem de trombina na posi¢do 336 para
gerar o peptideo 337-372 é aparentemente perdido no camundongo pois
este residuo é glutamina em vez de arginina [Elder e outros (1993) acima). A
divergéncia relativamente rapida de peptideos de clivagem de trombina (ou
em fVIll de camundongo um peptideo de ativacao 337-372 possivelmente
vestigial) foi observado anteriormente para os fibrinopeptideos [Creighton, T.

E. (1993) em Proteins: Structures and Molecular Properties, W.H. Freeman,

Nova York, pp. 105-138]. A falta de fungéo bioldgica destes peptideos uma
vez clivados foi citada como uma possivel razdo para a rapida divergéncia.

Arg562 em fVIII humano foi proposta como sendo o sitio de clivagem mais
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importante para proteina C ativada durante a inativagao de fViil e fVilla (Fay,
P.J. e outros (1991), J. Biol. Chem. 266: 20139-20145]. Este sitio é conser-
vado em fVIII humano, porcino e de camundongo.

Os sitios de glicosilagao N-ligados potenciais (NXS/T em que X

nao é prolina) podem ser observados na Fig. 1A-1H. Ha oito sitios glicosila-

¢ao N-ligados conservados: um no dominio A1, um no dominio A2, quatro no
dominio B, um no dominio A3 e um no dominio C1. As cisteinas do dominio
19 A e C sao conservadas, enquanto ha divergéncia de cisteinas do dominio
B. Seis das sete ligagdes de dissulfeto em fVIll sdo encontradas em sitios
homdlogos no fator V e ceruloplasmina e ambas as ligagdes de dissulfeto do
dominio C sao encontradas no fator V [McMullen, B.A. e outros (1995) Pro-
tein Sci. 4: 740-746). O fVIlII humano contém tirosinas sulfatadas nas posi-
¢cOes 346, 718, 719, 723, 1664 e 1680 [Pittman, D.D. e outros (1992) Bio-
chemistry 31: 3315-3325; Michnick, D.A. e outros (1994) J. Biol. Chem. 269:
20095-20102). Estes residuos sdo conservados em fVIlIl de camundongo e
em fVIIl porcino (Fig. 1), embora o programa CLUSTALW falhasse em ali-
nhar a tirosina de camundongo correspondente a Tyr346 em fVIIl humano.

O plasma de camundongo e o de porco podem corrigir o defeito
de coagulacdo em plasma de hemofilia A humana, o que é coerente com o
nivel de conservagao de residuos nos dominios A e C destas espécies. A
atividade pré-coagulante de fVIil porcind e superior ao de fVIll humano [Lo-
llar, P. e outros (1992) J. Biol. Chem. 267: 23652-23657]. O fator VIIl porcino
recombinante (dominio B deletado) expresso e purificado como aqui descrito
também apresenta maior atividade coagulante especifica do que o fVIII hu-
mano, sendo comparavel ao fVIIl porcino derivado de plasma. Isto pode ser
consequéncia de uma menor taxa de dissociagao espontanea da subunida-
de A2 do heterotrimero fVIIl ativo A1/A2/A3-C1-C2. Desconhece-se se esta
diferenga na atividade pro-coagulante reflete uma variagcao de evolugao em
funcdo como um exemplo de adaptagdo da espécie [Perutz, M.F. (1996)
Adv. Protein Chem. 36: 213-244]. Agora que a sequéncia de cDNA de fVIil
porcino correspondente ao produto traduzido esta completa, a mutagénese

homodloga de varredura [Cunningham, B.C. e outros (1989) Science 243:
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1330-1336] pode fornecer uma maneira de identificar diferengas estruturais
entre fVIIl humano e porcino que sao responsaveis pela atividade superior
deste ultimo.

O VIl porcino é tipicamente menos reativo com anticorpos inibi-
dores que surgem em hemofilicos que receberam transfusao com fVIlI ou
que surgem como anticorpos na populagao geral. Esta é a base para se usar
concentrado de fVIl porcino no tratamento de pacientes com anticorpos ini-
bidores [Hay e Lozier (1995) acima]. A maior parte dos inibidores é dirigida
contra epitopos localizados no dominio A2 ou no dominio C2 [Fulcher, C.A. e
outros (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82: 7728-7732; Scandella, D. e outros
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85: 6152-6156; Scandella, D. e outros
(1989) Blood 74: 1618-1626]. Adicionalmente, foi identificado um epitopo de
significado desconhecido que esta no dominio A3 ou C1 [Scandella e outros
(1989) acima; Scandella, D. e outros (1993) Blood 82: 1767-1775; Nakai, H.
e outros (1994) 84: 224a]. O epitopo A2 foi mapeado a residuos 484-508 por
mutagénese homdloga de varredura [Healey e outros (1995) acima]. Neste
segmento de 25 residuos, ha uma proporgao relativamente baixa de se-
qliéncia idéntica (16/25 ou 64%). E interessante que esta regido, que parece
ser funcionalmente importante baseado no fato de que os anticorpos para
esta sao inibidores, aparentemente foi sujeito a um desvio genético relativa-
mente mais rapido. O alinhamento do dominio A2 porcino e dos dominios A3
indicam que o epitopo A2 nao compartiha homologia detectavel com a regiao
correspondente no dominio A3.

O epitopo inibidor C2 de fVIIl humano foi proposto para estar
localizado dentro dos residuos 2248-2312 por mapeamento de delegao
[Scandella, D. e outros (1995) Blood 86: 1811-1819]. fVIIl humano e porcino
sa0 83% idénticos neste segmento de 65 residuos. No entanto, a mutagéne-
se homéloga de varredura desta regidao para caracterizar o epitopo C2 reve-
lou que um determinante principal do epitopo C2 estava inesperadamente
localizado na regidao correspondente aos aminoacidos humanos 2181-2243
(SEQ ID N?2) e Fig. 1H.

Foram obtidas proteinas do fator VIl hibrido humano-porcino em
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que varias porcdes do dominio C1 de fator VIl humano foram substituidas
pelas porcdes correspondentes de fator VIll porcino, usando-se a estratégia
aqui descrita. (Exemplo 5) A sintese dos varios fatores VIII C2-hibridos foi
realizada por construgdo de DNA hibrido de revestimento, usando-se a se-
guéncia de nucleotideo que codifica a regido C2 porcina fornecida na SEQ
ID N? 30. Cada DNA hibrido foi expresso em células transfectadas, tal que
os fatores VIII hibridos podiam ser parcialmente purificados partindo do meio
de crescimento. A atividade, na auséncia de qualquer inibidor, foi medida
pelo ensaio de coagulagao em uma uUnica etapa.

Foi usada uma bateria de cinco inibidores humanos para testar
cada fator VIl hibrido. Os plasmas inibidores que contém anticorpo de fator
VIl foram apresentados anteriormente para serem dirigidos contra dominio
C2 humano, baseado na capacidade de o dominio C2 humano recombinante
neutralizar a inibicdo. Em todos os plasmas teste, o titulo de inibidor foi neu-
traiizado mais do que 79% peio dominio C2 ou cadeia ieve porém menos do
que 10% por dominio A2 humano recombinante. Além disso os fatores VIII
C2-hibridos foram testados contra um anticorpo monoclonal murino, que se
liga ao dominio C2 e anticorpos inibidores C2 humanos, ele inibia a ligagao
de fator VIII a fosfolipideo e ao fator de von Willebrand.

Por comparagao dos titulos de inibidor de anticorpo contra os
fatores VIII C2-hibridos, foi demonstrado que o principal determinante do
epitopo inibidor C2 humano é a regido de residuos 2181-2243 (SEQ 1D N° 2,
ver também Fig. 1H). Os anticorpos anti-C2 dirigidos a uma regiao COOH-
terminal ao residuo 2253 nao foram identificados em quatro dos cinco soros de
pacientes. Comparando-se os hibridos que tém sequéncia porcina correspon-
dente a residuos de aminoacido humano nimeros 2181-2199 e 2207-2243, era
evidente que ambas as regides contribuem para a ligagao do anticorpo. A
sequiéncia de aminoacido porcino correspondente aos residuos humanos
2181-2243 é numerada 1982-2044 na SEQ ID N° 30. A seqléncia de DNA
porcino que codifica aminodcidos porcinos numerados 1982-2044 é a de
nucleotideos numerados 5944-6132 na SEQ ID N° 29.

Com referéncia a Fig. 1H, pode ser observado que na regiao
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2181-2243, ha diferengas de 16 aminoacidos entre as sequiéncias humana e
porcina. As diferengcas sao encontradas nos residuos 2181, 2182, 2188,
2195-2197, 2199, 2207, 2216, 2222, 2224-2227, 2234, 2238 e 2243. A substi-
tuicdo de aminoacido em um ou mais destes residuos numerados pode ser
realizada para se obter um fator VIl humano modificado ndo reativo' aos an-
ticorpos inibidores anti-C2 humanos. A mutagénese de varredura da alanina
fornece um método conveniente para gerar substituicdes de alanina para
residuos que ocorrem naturalmente, como descrito anteriormente. Os ami-
noacidos sem ser a alanina podem ser substituidos da mesma forma, como
aqui descritos. As substituicbes de alanina para aminoacidos individuais,
especialmente aqueles que nao séo idénticos entre humano / porcino ou
humano / de camundongo ou que s@o mais provaveis de contribuir a ligagao
de anticorpo, pode fornecer um fator VIl modificado com reatividade reduzi-
da a anticorpos inibidores.

As Figuras. 1A-1H consideradas juntas fornecem uina coinipaia-
cao de sequéncia alinhada das sequéncias de aminoéacido do fator VIll hu-
mano, de porco e de camundongos. A Fig. 1A compara regides de peptideo
sinal (humano, SEQ ID N? 31; porcino, SEQ ID N2 30, aminoacidos 1-19;
murino, SEQ ID N® 28, aminoacidos 1-19). Observe-se que os aminoacidos
na Fig. 1A-1H sdo numerados na primeira Alanina da proteina madura como
namero 1, com numeros negativos atribuidos aos aminoacidos do peptideo
sinal. A seqléncia fator VIl humana na SEQ ID N° 2 também comecga com a
primeira Alanina da proteina madura como o aminodacido numero 1. Nas se-
quéncias de aminoécido de fVIIl de camundongo (SEQ ID N° 28) e fVIIi por-
cino (SEQ ID N2 30), o primeiro aminoé&cido (alanina) da seqiiéncia madura é
0 aminoacido numero 20. A Fig. 1A-1H apresenta um alinhamento das se-
quéncias correspondentes de fVIll humano, de camundongo e de porco, tal
que as regides de maior identidade de aminodacido estido justapostas. Os
numeros de aminodacido na Fig. 1A-1H se aplicam apenas a fVIIl humano. A
Fig. 1B fornece as sequéncias de aminodacido para o dominio A1 de humano
(SEQ ID N? 2, amino&cidos 1-372), porcino (SEQ ID N2 30, aminodcidos 20-
391) e murino (SEQ ID N° 28, aminoacidos 20-391). A Fig. 1C fornece se-
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gliéncias de aminoacido para os dominios A2 do Fator VIl de humano (SEQ
ID N° 2, aminoéacidos 373-740), de porco (SEQ ID N° 30, aminoacidos 392-859)
e de camundongo (SEQ ID N 28, aminoacidos 392-759). A Fig. 1D fornece
as sequéncias de aminoacido de dominios B de fator VIIl humano (SEQ ID
N 2, aminoéacidos 741-1648), de porco (SEQ ID N° 30, aminoacidos 760-
1449) e de camundongo (SEQ ID N? 28, aminoéacidos 760-1640). A Fig. 1E
compara as sequéncias de aminoacido de peptideos de ativagdo de cadeia
leve do Fator VIII de humano, de porco e de camundongo (SEQ ID N¢ 2,
aminoacidos 1649-1689; SEQ ID N° 30, aminoacidos 1450-1490; e SEQ ID
N® 28, aminoacidos 1641-1678, respectivamente). A Fig. 1F fornece a com-
paracao de sequéncia para os dominios A3 do Fator ViII humano, de porco e
de camundongo (SEQ ID N° 2, aminoacidos 1690-2019; SEQ ID N° 30, ami-
noacidos 1491-1820 e SEQ ID N° 28, aminoacidos 1679-2006, respectiva-
mente. A Fig. 1G fornece as sequéncias de aminoacido dos dominios C1 de
Fator VIil de humano, de porco e de camundongo (SEQ iD N° 2, amincaci-
dos 2020-2172; SEQ ID N° 30, aminoacidos 1821-1973 e SEQ ID N° 28,
aminoacidos 2007-2159, respectivamente) A Fig. 1H fornece dados de se-
giiéncia para os dominios C2 dos dominios C2 do Fator Vill de humano, de
porco e de camundongo (SEQ ID N° 2, aminoécidos 2173-2332; SEQ ID N°
30, aminoacido 1974-2133 e SEQ ID N° 28, aminoacidos 2160-2319, res-
pectivamente).

Os diamantes representam sitios de sulfatagéo de tirosina, sitios
de ligagdo propostos para o Fator I1Xa, fosfolipideo e Proteina C estdo em
sublinhado duplo e as regiées envolvidas na ligagdo de anticorpos inibidores
anti-A2 e anti-C2 estao em itdlico. Os asteriscos ressaltam as seqléncias de
aminoacido que s&o conservadas. Ver também SEQ ID N° 29 (cDNA do fator
VIl porcino) e SEQ ID N? 30 (seqUéncia de aminoacido deduzida de fator
VIII porcino). O sistema de numeragdo humano é usado como a referéncia
[Wood e outros (1984) acima]. Os dominios A1, A2 e B sdo definidos por
sitios de clivagem de trombina nas posi¢cdes 372 e 740 e um sitio de cliva-
gem de protease desconhecido em 1648 como residuos 1-372, 373-740 e

741-1648, respectivamente [Eaton, D.L. e outros (1986) Biochemistry 25:
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8343-8347]. Os dominios A3, C1 e C2 estao definidos nos residuos 1690-
2019, 2020-2172 e 2173-2332, respectivamente [Vehar e outros (1984) aci-
ma). Os sitios de clivagem para trombina (fator lla), fator IXa, fator Xa e APC
[Fay e outros (1991) acima; Eaton, D. e outros (1986) Biochemistry 25: 505-
512; Lamphear, B.J. e outros (1992) Blood 80: 3120-3128] sao apresentados
colocando-se o nome da enzima sobre o reativo arginina. Um peptideo acido
é clivado da cadeia leve de fVIII por trombina ou fator a na posi¢ao 1689. Os
sitios de ligagao propostos para o Fator IXa [Fay, P.J. e outros (1994) J. Biol.
Chem. 269: 20522-20527; Lenting, P.J. e outros (1994) J. Biol. Chem. 269:
7150-7155), fosfolipidio (Foster, P.A. e outros (1990) Blood 75: 1999-2004) e
proteina C (Walker, F.J. e outros (1990) J. Biol. Chem. 265: 1484-1489] es-
tdo duplamente sublinhados. As regides envolvidas no anti-A2 de Ivigagéo
[Lubin e outros (1994) acima; Healey e outros (1995) acima]; e propostas
anteriormente para anticorpos inibidores anti-C2 estdo em italico. O epitopo
inibidor C2 ideniificado como aqui descriio (aminoacidos numanos 2i 1-
2243) é apresentado por um sublinhado simples na Fig. 1H. Os sitios de
sulfatagao de tirosina [Pittman e outros (1992) acima; Michnick e outros
(1994) acima) sao apresentados por ¢.

Exemplo 7: Construcdo de POLI212 e Expressdo em Células de Rim de
Bebé Hamster.

O POLI212 é um fator VIl porcino parcialmente sem dominio B,
que tem o dominio B deletado exceto que os 12 aminoacidos do terminal
NH2 do dominio B e 12 aminoéacidos do terminal -COOH sao mantidos.

Os cDNAs que codificam para as seqiéncias para os dominios
fVIIl porcino A1, A2, ap-A3-C1 e C2 foram obtidos como descrito no Exemplo
5. A sequéncia de nucleotideo de DNA e a sequéncia de aminoacido derivada
de fator VIl porcino sdo apresentadas como SEQ ID N° 29 e SEQ ID N° 30,
respectivamente. Os fragmentos amplificados foram clonados separada-
mente no plasmideo no pBluescript I KS™ (pBS).

O POLI212 refere-se ao cDNA que codifica fVIII porcino em que
falta a maior parte do dominio B porém que contém a seqiiéncia de DNA que
codifica um linker com 24 aminodacidos entre o dominios A2 e ap. O POLI212
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foi construido em um vetor de expressao de mamiferos, ReNeo, que foi obti-
do de Biogen. O ReNeo pode replicar-se em bactérias, replicar-se como um
epissoma em células COS para expressao transiente de fator VIIlI ou estar
integrado estavelmente em uma variedade de células de mamiferos. Ele
consiste em 1) sequéncias derivadas do plasmideo pBR322 que incluem
uma origem de replicagcao e o gene de resisténcia a ampicilina, 2) um gene
de resisténcia a neomicina cuja expressao esta sob o controle do promotor /
intensificador SV40, pequeno intron t SV40 e os elementos reguladores de
sinal de poliadenilagao de SV40, 3) um sitio para insercao de fVIIl e seu
peptideo sinal, cuja expressao estd sob o controle do intensificador SV40,
promotor tardio principal do tipo 2 de adenovirus e seqiéncia lider tripartida
do tipo 2 de adenovirus. Qualquer vetor que tenha componentes funcionais
similares pode ser usada em lugar do vetor ReNeo.

POLI212 / ReNeo foi preparado em diversas etapas. Primeiro, os
cDNAs que codificam para a cadeia pesada de iViii poicino (A1-A2) e os
cDNAs que codificam para a cadeia leve de fVIil porcino (ap-A3-C1-C2) foram
reunidos separadamente em pBS. Partindo destas construgdes, o DNA que
codifica para o fVIIl porcino sem dominio B foi reunido em pBS (PB-/pBS).
Nesta forma de fator VIII porcino falta o inteiro dominio B, definido como
aminoécidos correspondentes aos residuos 741 - 1648 em fVIll humano (nucle-
otideos humanos 2278 — 5001). A seguir, o DNA que codifica para A2 porci-
no foi usado em lugar do dominio A2 humano no vetor de expressao de fVIll
humano sem dominio B ReNeo (HB-/ReNeo). O DNA que codifica o restante
da cadeia pesada porcina e o DNA que codifica a cadeia leve porcina foram
usados em lugar dos dominios humanos em duas etapas adicionais que
usam as construgoes cadeia pesada porcina / pBS e PB-/pBS obtidas ante-
riormente. Um fragmento do dominio B humano que codifica os aminoacidos
5 C-terminal e 9 N-terminal foi inserido entre os dominios A2 e A3 produzindo
uma constru¢cdo chamada PSQ/ReNeo [Healey et al. (1998) 92: 3701-3709].
Os residuos Glu2181-Val2243 contém um determinante principal do epitopo
inibidor no dominio C2 de fator VIII humano). Esta construgao foi usada como

uma matriz para se obter um fragmento do dominio B porcino que codifica para
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2998-3021 da SEQ ID N° 29. A seqiiéncia é 5-GGTCACTTGTCTACCGTGAGCAGC -3
(ver SEQ ID N° 29)
Iniciador interno: OL12+, um iniciador porcino que abrange os ultimos (3') 16
aminoacidos de OL1212 e os primeiros (5') 6 aminoacido do peptideo de
ativagéo, nucleotideo 2302-2367 da SEQ ID N° 29. A seqiiéncia é:
5 -CCTAGTGCGAGCGCTCCAAAGCCTCCGGTCCTGCGACGGCATCAGAGGGACATA
AGCCTTCCTACT-3 (SEQ ID N 36)

Matriz: PSQ/ReNeo

Produto: porcino proveniente do nucleotideo 2302 em OL1212 até o
nucleotideo 3021 no dominio A3, 719 pb
Reacédo SOE

Iniciadores: Rev 4, P2949-

Matrizes: Fragmento proveniente de reagéo n® 1 (pb) e fragmento de

baixo ponto de fusdo proveniente da reagdo n°® 2 (pb)

Produio: DNA porcino provenienie do nucieoiideo 1742 no dominio
A2 até o nucleotideo 3021 no dominio A3 (SEQ ID N? 29) que inclui OL1212,
1279 pb. O produto da reagao foi precipitado em etanol.

O linker 1212 foi inserido em PSQ/ReNeo por corte do produto
de SOE (insergéo) e PSQ/ReNeo (vetor) com BsaB I. O vetor e a insergao
foram ligados usando-se T4 ligase e o produto foi usado para transformar
células XL1-Blue de E. coli. Foi preparado DNA de plasmideo partindo de
diversas coldnias e a sequéncia do linker 1212 e outra seqliéncia gerada em
PCR foi verificada por andlise de seqiiéncia de DNA.

Cultura de Células de Rim de Bebé Hamster (BHK) CRL-1632

Uma linhagem de célula BHK foi obtida da ATCC, identificagao
de acesso CRL-1632 e foi estocada congelada a -20°C até uso posterior. As
células foram descongeladas a 37°C e colocadas em 10 ml de meio com-
pleto, definidko como DMEM / F12, 50 U/ml de penicilina, 50 ug/ml de es-
treptomicina mais soro fetal bovino (FBS) a 10%. O FBS foi adquirido de
Hyclone, Logan Utah. As células foram centrifugadas durante 2 minutos a
300 RPM. O meio foi aspirado e as células foram ressuspensas em dois ml

de meio completo em um frasco T-75 que contém 20 ml de meio completo.
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POL1212 foi expresso tanto em células de rim de bebé hamster
(BHK) como em células de ovario de hamster chinesa (CHO). Foram usadas
duas linhagens BHK, a linhagem CRL-1632 proveniente de ATCC e uma
outra linhagem BHK obtida por R. Mcgillivray, University of British Columbia,
[Funk e outros (1990) Biochemistry 29: 1654-1660]. Esta ultima fo-i subculti-
vada sem selegdo no laboratério dos inventores e designada BHK1632
(Emory). A linhagem de célula CHO era CHO-K1, ATCC acesso CCL-61. A
expressao do clone médio proveniente da linhagem de célula Emory e de
células CHO-K1, ATCC era uma pouco mais alta do que proveniente de cé-
lulas CRL-1632 como julgado por atividade de ensaio cromogénico.

As células cultivadas no frasco T-75 formavam uma monocama-
da confluente. Foi preparada uma cultura de 60 ml de células XL1-Blue de E.
coli em LB / ampicilina (50 mg/ml) contendo o plasmideo POL1212/ReNeo.
Transfecgéo de Células CRL-1632 BHK com POL 1212/ReNeo

DNA proveniente de cuitura deixada duranie toda a noiie das

células POL1212/ReNeo XL1-Blue foram preparadas usando-se um Spin
Miniprep kit de Qiagen, Valencia. Um frasco de células CRL-1632 foi dividido
em um frasco de estoque com 0,2 ml e um frasco para transfecgdo com 0,3 ml
do total de 2 ml. O outro frasco foi alimentado com meio novo. O meio era
DMEM/F12 + 10% de Hyclone FBS + 50 U/ml de penicilina, 50 pg/m! de es-
treptomicina. As células CRL-1632 foram divididas em placas de 6 cavidades
com o objetivo de 50-90% de confluéncia para transfeccdo (0,3 ml de células
provenientes do frasco T-75 em 2 ml de Versene 1:5000 [Life Technologies,
Gaithersburg, MD] em cada cavidade) usando DMEM/F12 novo + 10% de
Hyclone FBS + 50 U/ml de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina.

As solugbes a seguir foram preparadas em tubos de ensaio esté-
reis de 1-2 ml;

A) 48 pl (10 pg) de Miniprep POL1212/ReNeo DNA mais pl de
meio sem soro (DMEM/F12) mais 10 pL de Lipofectin ™ (Life Technologies,
Gaithersburg, MD).

B) 10 pL de Lipofectin mais 190 pl de meio (imitacdo de trans-

feccao) foram misturados cuidadosamente e o DNA e a Lipofectin deixados
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reagir durante 15 minutos a temperatura ambiente. Durante este periodo de
tempo, as células foram lavadas duas vezes com 2 ml de DMEM/F12. 1,8 ml
de DMEM/F12 foi entdao adicionado as células. O complexo de DNA/ Lipo-
fectin foi adicionado gota a gota as células e girado cuidadosamente para
efetuar a misturagcao. As células permaneceram na incubadora durante toda
a noite. Removeu-se o DNA/ Lipofectin e adicionaram-se 3 ml de meio com
soro as células. As células foram incubadas durante 30 — 48 horas. Geneti-
cina foi adquirida de Life Technologies, Gaithersburg, MD). As culturas de
célula foram divididas 1:20, 1:50 e 1:100, 1:250, 1:500 sobre placas em 10 ml
de meio com soro contendo 535 ¢g/ml de geneticina. Durante os préximos vari-
os dias, as células que nao captaram o plasmideo POL1212/ReNeo foram
mortas em virtude da presenga de geneticina. As células restantes continua-
ram a se replicar em geneticina, formando colénias em monocamada visiveis
sobre as placas.
Expressao de Dosagem de POiL1212 Pariindo de Céiuias CRL-1632 BEK
Foram colocados pequenos anéis cilindricos de plastico ao redor
das colbnias. As colonias foram aspiradas separadamente usando-se meio
completo e transferidas para tubos de ensaio. Estas col6nias sao denomina-
das coldnias clonadas em anel. As coldnias clonadas em anel foram aplica-
das separadamente sobre placas de 24 cavidades e deixadas crescer em
meio completo.

Ensaio de Substrato Cromogénico para Expressio de Fator VIllI por Células
CRL-1632 Transfectadas

Amostras de POL1212 proveniente de sobrenadantes de cultura
de célula foram misturadas com fator IXa porcino purificado 50 nM e vesiculas
de fosfotidilcolina / fosfatidilserina (PCPS) 0,05 mM em NaCl 0,15 M, Hepes
20 m, CaCl, 5 mM, Tween 80 a 0,01%, pH 7,4. Como um controle, foi usado
meio de cultura de célula proveniente de células transfectadas-imitagao. Fo-
ram adicionados trombina e fator X simultaneamente até concentragdes fi-
nais de 40 e 425 nM, respectivamente. A trombina ativa o fator VIIl, que en-
tao, juntamente com PCPS, serve como um co-fator para o fator IXa durante
a ativacao do fator X.
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Ap6s 5 minutos, a ativagdo do fator X pelo fator IXa/fator Vllis/PCPS
foi interrompida pela adicao de EDTA até uma concentragao final de 50 mM. Ao
mesmo tempo a ativagao do fator VIil por trombina foi interrompida pela adi-
¢ao do inibidor de trombina, dessulfatohirudina recombinante, até uma con-
centracao final de 100 nM. Uma amostra de 25 pl da mistura da reagao foi
transferida para uma cavidade de microtitulo, a qual foram adicionados 74 ¢l de
Spectrozyme Xa (America Diagnostica, Greenwich, CT), que é um substrato
cromogénico para o fator Xa. A concentragao final de Spectrozyme Xa era
0,6 mM. A absorbancia a 405 nm em conseqiiéncia da clivagem de Spectro-
zyme Xa pelo fator Xa foi monitorada continuamente durante 5 minutos com
uma Vmax Kinetic Plate Reader (Molecular Devices, Inc., Menlo park, CA). Os
resultados sao expressos em termos de A405/minuto.

Ensaio cromogénico de fator VIl de dez colénias clonadas em anel:

Numero da colénia Asos/minuto (x 10°%)

Tampao 0,2
1 2,1
2 8,4
3 6,4
4 10,7
5 12,5
6 7,6
7 51,3
8 139,5
9 3,8
10 8,4

Estes resultados demonstram que todas as dez colbénias que
foram selecionadas expressam a atividade do fator VIl que é pelo menos
dez vezes maior do que o valor base.

A atividade proveniente do meio da colonia 8, que era a coldnia
de mais alta expressao, foi também examinada pelo ensaio de coagulagao
de fator VIIl de um estado. Neste ensaio, 50 ml de plasma deficiente em fa-

tor VIl (George King Biomedical Overland Park, KA), 50 ml de amostra ou
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de padrao e 50 ml de reagente de tempo de tromboplastina particulada ati-
vada (Organon Teknika, Durham, NC) foram incubados durante 3 minutos a
37°C. As amostras incluem meio 8 para colonia diluido em NaCl 0,15 M, Hepes
mM, pH 7,4 (HBS) ou, como um controle, meio completo. A coagulagéo foi ini-
ciada por adicao de 50 ml de CaCl, 20 mM. O tempo de coagulagéo foi medido
usando-se um ST4 BIO Coagulation Instrument (Diagnostica Stago, Parsi-
ppany, NJ). Foi obtida uma curva padrdao fazendo-se diluicbes de plasma
humano normal citrado reunido, lote 0641 (George King Biomedical Overland

Park, KA). A concentragao de fator VIl do padrao era 0,9 unidade / ml.

Curva padrao:

Diluicao U/ml Tempo de coagulagao
1) Nao diluido 0,96 45,2
2) 1/3 (HBS) 0,32 53,7
3) 1/11 (HBS) 0,087 62,5
4) 1/21 (HBS) 0,046 68,9

A regressao linear do tempo de coagulagao versus o logaritmo
da concentragéo de padrao forneceu um coeficiente de correlagéo de 0,997.
As substancias teste forneceram os tempos de coaguilagao a se-

guir, que foram convertidos em unidades por ml usando-se a curva padrao:

Amostra Tempo de coagulagao Unidades /ml
(segundos)
1) Col6nia 8 (24 h) 1/10 em HBS _ 40,6 1,74x10=17,4
2) Colbnia 8 (24 h) 1/10 em HBS 411 1,63x10=16,3
3) Colbnia 8 (24 h) 1/20 em HBS 47,7 0,69x20=13,8
4) Colbnia 8 (24 h) 1/20 em HBS 47,2 0,73 x20= 14,6
5) Meio completo 82,9 0,007
6) Meio completo 83,3 0,006

Estes resultados demonstram que a atividade de coagulagao da
coldénia 8 é aproximadamente 2000 vezes maior do que a amostra de con-

trole.
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A seqliéncia de DNA que codifica POL1212 é apresentada como
SEQ ID N? 37. A sequéncia de aminodcido codificada de POL1212 é apre-
sentada como SEQ ID N°® 38. A purificagao adicional de POL1212 pode ser
realizada usando-se uma variedade de métodos conhecidos tais como cro-
matografia por imunoafinidade e cromatografia HPLC — ver Exemplos 2 e 3.
Observagdes Conclusivas Gerais

Sera entendido que podem ser introduzidas variagdes minimas
de seqliéncia de aminoacido ou o DNA que codifica tal sequéncia referente a
POL1212 pode ser introduzido sem afetar os atributos essenciais de fungao.
Por exemplo, o comprimento da seqiiéncia de dominio B mantido como um
linker / entre o dominio A2 e o peptideo de ativagao pode ser aumentado ou
diminuido dentro de limites conhecidos na técnica. Podem ser introduzidas
variantes de sequéncia na regiao do linker enquanto se mantém os atributos
funcionais equivalentes de POL1212 como ensinado neste caso e de fator
VIl sem dominio B porcino como ensinado neste casc & como conhecido na
técnica. Baseado em comparagdes de sequéncias de aminoéacido de fator
VIl conhecido que tém atividade coagulante em sangue humano, podem ser
obtidas variantes de seqliéncia tais como substituicdes individuais de ami-
noacido ou substituicdo de segmentos de peptideo com variantes funcionais
conhecidas na sequéncia de aminoacido POL1212 basica, enquanto se
mantém os atributos funcionais equivalentes da mesma. Nao se pretende
que os tipos anteriores de variagdo estejam completos, porém sdo simples-
mente exemplos das modificagdes de sequéncia que podiam ser feitas pelos
versados na técnica, sem modificar substancialmente os atributos funcionais
da proteina. Considera-se que todas tais variantes e modificagdes se situam
no &mbito da invengao como reivindicado ou como equivalentes da mesma.
Listagem de ID de sequéncia:

SEQ ID N% |dentificacdo

1 cDNA de fator Vill humano. Codificagao para numero 1

de aminoacido da proteina madura comega no nucle-
otideo numero 208.
2 Sequiéncia de aminoéacido de fator VIII humano
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cDNA do dominio A2 do fator VIII porcino

Sequiéncia de aminoacido de dominio A2 de fator Vill
porcino

Iniciador oligonucleotideo seq. (Exemplo 5)

Seqliéncia de aminoacido de fator VIII murino

cDNA de fator VIII porcino

Seqléncia de aminoacido de fator VIl porcino
Sequéncia de aminoéacido de peptideo sinal de fator
VIl humano

Iniciador oligonucleotideo (Exemplo 7)

POL1212 que codifica DNA

Sequéncia de aminoacido de POL1212
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REIVINDICAGCOES
1. DNA, caracterizado pelo fato de ser um DNA codificador da

seqUéncia de aminoacido de POL1212 como apresentado na SEQ ID N2 38.

2. Vetor de expressao, caracterizado pelo fato de que compre-
ende um DNA como definido na reivindicagao 1.

3. DNA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que apresenta a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID N2 37.

4. Vetor de expressao, caracterizado pelo fato de que compre-
ende um DNA como definido na reivindicagéo 3.

5. Fator VIII de porcino modificado, caracterizado pelo fato de
que apresenta a seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID N2 38.

6. Composicao terapéutica, caracterizada pelo fato de que com-
preende um fator Vil de porcino modificado, como definido na reivindicagéo
5, e um veiculo fisiologicamente aceitavel.

7. Processo para produgao de uma proteina fator VIl de porcino
modificado apresentando a sequiéncia de aminoacido da SEQ ID N? 38, ca-
racterizado pelo fato de que compreende expressar em uma célula hospe-
deira de mamifero um DNA que codifica a seqliéncia de aminoacido da SEQ
ID N® 38.

8. Processo, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pe-
lo fato de que o DNA que codifica a sequiéncia de aminoacido da SEQ ID N2
38 também codifica um peptideo de sinal, sendo que a proteina fator VIil de
porcino modificado é exportada da célula hospedeira de mamifero.

9. Processo, de acordo com a reivindicagédo 8, caracterizado pe-
lo fato de que o peptideo sinal apresenta a seqiiéncia de aminoacidos 1 a 19
da SEQ ID N2 30.
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